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RESUMO

O hidrolisado enzimdtico de penas (HEP) é um coproduto que pode ser gerado em grande
guantidade a partir do processo de beneficiamento de frangos para consumo humano. Esse
ingrediente pode ser utilizado como fonte proteica na alimenta¢cdo animal, pois possui
elevado teor de proteina de até 90%. Objetivou-se determinar, por meio do método de
regressao, os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes e a energia
metabolizavel (EM) do HEP em cdes. Além disso, avaliou-se as caracteristicas fecais e a
preferéncia alimentar de cdes alimentados com dietas contendo HEP. Foram avaliadas quatro
dietas contendo 0%, 4%, 8% e 12% de HEP, em substituicdo a formula da dieta controle. Para
digestibilidade e caracteristicas fecais, foram utilizados 12 cdes adultos da raca Beagle,
distribuidos em blocos (periodos) ao acaso. Os cdes foram alimentados durante 10 dias com
as dietas experimentais, durante dois periodos, totalizando seis repeti¢cdes. As caracteristicas
fecais avaliadas foram o teor de matéria seca fecal, producao de fezes, escore de consisténcia
e odor fecal, pH, concentracdo de amoénia, acidos graxos de cadeia curta, acidos graxos de
cadeia ramificada, acido sialico, fendis e inddis. No teste de palatabilidade foram utilizados
16 cdes, sendo comparadas as dietas: 0% vs. 12% HEP. O teste foi realizado por um periodo
de dois dias, totalizando 32 repeti¢cdes. A analise de regressdo permitiu estimar os CDA do
HEP, que apresentou CDA para proteina bruta (PB) e energia bruta (EB) de 86,2% e 87,33%,
respectivamente. A EM do HEP foi estimada em 5189,65 kcal/kg de matéria seca. A inclusdo
de HEP ndo alterou os CDA e a EM das dietas, assim como as caracteristicas fecais dos animais.
Desta forma, conclui-se que a inclusdao de HEP possui um potencial uso na alimentagdo de
caes.

Palavras-chave: Caracteristicas fecais. Coproduto. Processamento.



ABSTRACT

Enzymatic hydrolyzate feathers (EHF) is a co-product that can be generated in large quantities
from the process of processing chickens for human consumption. This ingredient can be used
as protein source in animal feed, because it has a high protein content of up to 90%. The
objective of this study was to determine the apparent digestibility coefficients (ADC) of the
nutrients and the metabolizable energy (ME) of EHF in dogs using the regression method. In
addition, fecal characteristics and feeding preference of dogs fed diets containing EHF were
evaluated. Four diets containing 0%, 4%, 8% and 12% of EHF, were substituted for the control
diet formula. For digestibility and fecal characteristics, 12 beagle adult dogs were randomly
distributed in blocks (periods). The dogs were fed for 10 days with the experimental diets,
during two periods, totaling six replicates. The fecal characteristics evaluated were the fecal
dry matter content, feces production, fecal consistency and odor score, pH, ammonia
concentration, short-chain fatty acids, branched-chain fatty acids, sialic acid, phenol and
indole. In the palatability test, 16 dogs were used, and the diets were compared: 0% vs. 12%
EHF. The test was performed for a period of two days, totaling 32 replications. The regression
analysis allowed to estimate the ADC of the EHF, which presented ADC for crude protein (CP)
and crude energy (CE) of 86.2% and 87.33%, respectively. The ME of the EHF was estimated
at 5189.65 kcal / kg of dry matter. The inclusion of EHF did not alter the ADC and EM of the
diets, as well as fecal characteristics of the animals. Thus, it is concluded that the inclusion of
EHF has a potential use in dog feeding.

Key words: Fecal characteristics. Co-product. Processing.
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CAPITULO | - HIDROLISADO ENZIMATICO DE PENAS COMO FONTE PROTEICA NA NUTRICAO
DE CAES

1. Introdugado

O Brasil € um grande produtor de carne de frango, sendo que no ano de 2018 cerca de 5,7
bilhdes de frangos foram abatidos em frigorificos brasileiros inspecionados, totalizando 13,51
milhdes de toneladas de carcacas (IBGE, 2019). A industria avicola gera grande quantidade de
coprodutos, tais como 0ssos, visceras, unhas, pele e penas. Dentre estes residuos, as penas
estdo entre os mais abundantes (ZHU et al., 2010), uma vez que estas correspondem de 5 a
10% do peso corporal de aves adultas (BRANDELLI et al., 2010). As penas possuem grande
interesse do ponto de vista nutricional, devido a sua composi¢cdo apresentar alto potencial
nutritivo. A pena é composta por mais de 90% de proteina, sendo o principal componente a
gueratina, uma proteina fibrosa e insoluvel com residuos de cisteina e ligacdes dissulfureto,
além de outras ligacdes, como ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas entre suas
cadeias (BRANDELLI et al., 2010). Essa estrutura e conformag¢dao molecular confere a queratina

alta rigidez e estabilidade.

As penas possuem potencial para serem utilizadas como fonte de proteina e aminodcidos
para a alimentac¢do animal. Entretanto, a queratina em seu estado natural ndo é degradavel
por enzimas enddgenas de animais ndo ruminantes, como tripsina e pepsina (KIM et al.,
2001). Para sua melhor utilizacdo esse coproduto deve ser processado em hidrolisado de
penas (também conhecido como farinhas de penas hidrolisada), podendo ser produzido a
partir de diferentes processamentos. O processamento convencional é através da coccdo sob
alta temperatura e pressao, o que exige elevado consumo de energia. Além disso, essa forma
de processamento pode afetar a qualidade nutricional do produto final, uma vez que pode
desnaturar aminoacidos termoldbeis e complexar outros aminoacidos em compostos que nao
podem ser absorvidos pelo organismo do animal (BRANDELLI, 2008). Diante dessa limitacao
outras formas de processamento foram desenvolvidas a fim de melhorar a qualidade do
hidrolisado de penas. O emprego de enzimas exdgenas no processamento é uma das
alternativas para amenizar os efeitos do agquecimento excessivo e possui vantagens como a
preservacao dos aminoacidos e a facilidade de controlar os grau de hidrélise ao longo do
processo (CALLEGARO et al.,, 2019). Processos combinados, como a combinacdo de

tratamento térmico aliados ao uso de enzimas, também tem sido explorados a fim de
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melhorar a qualidade nutricional do hidrolisado de penas (PACHECO et al., 2016) e também
melhorar o custo de produ¢dao, economizando energia ao longo do processamento

(CONSIDINE, 2000).

A produgdo de hidrolisados de penas utilizando enzimas durante seu processamento
representa um método alternativo que pode melhorar o valor nutricional das penas, porém
ainda pouco se sabe sobre o valor nutricional deste ingrediente em dietas para caes. O
conhecimento da digestibilidade dos nutrientes presentes no ingrediente permite melhorar
a sua utilizacdo na formulacao de alimentos comerciais, permitindo maiores inclusdes nas
formulag¢des ou ainda complementar ou substituir outras fontes convencionais. O objetivo do
presente estudo foi investigar o efeito da adicdo de niveis crescentes de hidrolisado
enzimatico de penas, processada com protease, em dietas extrusadas para caes, sobre a
digestibilidade dos nutrientes, energia metabolizavel, caracteristicas fecais e a palatabilidade

em caes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fontes proteicas para caes

As proteinas sao componentes essenciais nas dietas dos animais, pois possuem papel
essencial nos componentes estruturais e funcionais do organismo (BOYE et al., 2012). Por
esse motivo os cdes sdo exigentes quanto a qualidade e quantidade das proteinas utilizadas
em sua dieta. Alguns fatores como teor de proteina, digestibilidade e perfil de aminodcidos
biodisponiveis sdao determinantes na eficiéncia de utilizacdo proteica da dieta (CASE et al.,
2011). Fontes de alta qualidade proteica com valores altos na sua digestibilidade permitem
estimativas mais baixas da necessidade da proteina na formulagdo de alimentos comerciais.
Os cades, assim como outras espécies, ndo possuem capacidade para armazenar o excesso de
aminoacidos. Desse modo, os aminodcidos excedentes sao utilizados nas vias
gluconeogénicas para formacdo de energia ou transformados em gordura, nos tecidos
adiposos (CASE et al., 2011). O aumento no fluxo de residuos de aminodacidos que chegam ao
intestino fornecem substratos fermentativos a microbiota e podem gerar compostos como
amonia, aminas biogénicas, dcidos graxos de cadeia ramificada, fendis e inddis (SWANSON et
al., 2002), que podem afetar a funcionalidade intestinal de maneira negativa. Sendo assim, a
qualidade da proteina é um aspecto a ser considerado para o atendimento das exigéncias
nutricionais dos animais e manutencdo da funcionalidade intestinal (BOYE et al., 2012;

SWANSON et al., 2002).

As fontes proteicas podem ser de origem vegetal e animal. As fontes proteicas vegetais
incluem os graos e farelos provenientes de coprodutos de processos industriais de graos. Ja
as fontes proteicas de origem animal sdo provenientes, principalmente, de coprodutos da
industria de carnes de frango, bovinos, suinos, peixes e ovinos (SEIXAS et al., 2003). Os
fabricantes de alimentos para animais de companhia utilizam em suas formulagdes grandes
guantidades de coprodutos de origem animal e vegetal, embora sdo poucos os estudos que
avaliam o potencial desses ingredientes em alimentos para animais de companhia (REBAFKA
& KULSHRESTHA, 2009; SA, 2011; FELIX et al., 2012). A escassez de dados precisos disponiveis
sobre a digestibilidade e energia metabolizavel de coprodutos é uma limitagdo para maiores

inclusdes de coprodutos em formulagdes.
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2.2. Coprodutos de origem animal da industria avicola

O uso de coprodutos de origem animal para animais de companhia tem se tornado
cada vez mais frequente com o objetivo principal de baratear o custo de produgdo e diminuir
a competividade no mercado de alimentos. O mercado brasileiro dispde de uma variedade
de coprodutos agropecuarios, que se processado corretamente, podem fornecer quantidades

satisfatorias de nutrientes e energia as dietas (BUTOLO, 2010).

A industria avicola gera uma grande quantidade de coprodutos, tais como 0ssos,
visceras, unhas, pele e penas (ZHU et al., 2010). Estes materiais organicos sdo formados
basicamente por proteinas estruturais insoliveis e devido as suas propriedades sao
considerados materiais de dificil degradacao (LANGE et al., 2016). Além disso, os coprodutos
gerados representam uma quantidade enorme de residuos sélidos que devem ser
gerenciados adequadamente para evitar danos ambientais e perda de matérias-primas
importantes para a nutricdo animal ou como recursos bioldgicos (LASEKAN et al., 2013). Olivo
et al. (2006) relatam que a maior quantidade de residuos gerados no abate de frango sdo
penas (8,5%) e visceras (6,5%), enquanto que os demais residuos representam quantidades

inferiores.

O Brasil é um grande produtor de carne de frango, tendo um papel importante como
exportador. No ano de 2018, cerca de 5,7 bilhdes frangos foram abatidos em frigorificos
brasileiros inspecionados, totalizando 13,51 milhdes de toneladas de carcacas (IBGE, 2019).
As penas correspondem de 5 a 10% do peso corporal de aves adultas (BRANDELLI et al., 2010),
o que significa a producdo de pelo menos 680 mil toneladas de penas geradas como residuo

da industria avicola brasileira no ano de 2018.

As industrias de processamento de coprodutos de origem animal processam os
residuos transformando-os em farinhas com valor agregado utilizadas na nutricdo animal e
gue essas matérias-primas apresentam custo relativamente baixo, além de serem boas fontes

de nutrientes quando bem processadas (SINHORINI, 2013).
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2.2.1. Penas

As penas sdo constituidas de aproximadamente 1% de gordura, 9% agua e 90% de
proteinas estruturais, sendo estas as queratinas (DAROIT & BRANDELLI, 2014). Devido a sua
composi¢ao, as penas podem ter um grande potencial como fonte de proteina e aminoacidos
para a alimentacdo animal. Estruturalmente as penas sdo compostas por 41-67% de a-
queratinas, 33-38% de B-queratinas e queratinas amorficas que estao presentes em
guantidades menores (LANGE et al.,, 2016). A composicdo molecular da pena resulta em
estabilidade mecanica e resisténcia a enzimas proteoliticas enddgenas, como a tripsina e

pepsina (BRANDELLI, 2008).

Morfologicamente, as penas de frango possuem como particularidade a presenca da
raque, que consiste na estrutura central da pena e nela estdo ligadas as barbas e barbulas,
conhecidas como as estruturas secundarias e tercidrias, respectivamente. A raque
compreende metade do peso da pena e é extremamente rigida, enquanto as barbas e
barbulas sdo constituidas por fibras proteicas de baixa densidade, sendo essa caracteristica
gue a torna leve e mais acessivel ao ar ou aos fluidos, além de conceder alta resisténcia a

compreensabilidade (TESFAYE et al., 2017). A figura 1 apresenta estrutura completa da pena.

Barbulas
(Ramificagoes das barbas)

Raquis/Raqui
4 (Parte central da pena)

Vexilo/Barbas
(Ramificacoes da raquis/raque)

T Cilamo (Extremidade da pena presa a pele)

Figura 1. Estrutura da pena de aves.

Fonte: Planeta Biologia (2015).
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2.2.1.1.  Estrutura da queratina

A gueratina é uma proteina estrutural fibrosa presente na epiderme e nos apéndices
epidérmicos dos vertebrados, como penas, pele e unhas, e é rica em residuos de cisteina e
ligacdes dissulfeto (MEYERS et al.,, 2008; WANG et al., 2016). A funcdo dessa proteina é
resultado de sua composicdo quimica e do arranjo espacial das cadeias polipeptidicas, que
justificam sua insolubilidade e rigidez estrutural, fornecendo suporte mecanico e diversas
funcGes de protecdo na adaptacdo de vertebrados ao ambiente externo (WANG et al., 2016).
Sua conformacdo compacta e alta estabilidade sdo determinadas, em grande parte, por
pontes dissulfeto, formadas entre residuos de cisteina (produzindo cistina), que ocorrem
tanto dentro como entre os polipeptideos de queratina (BRANDELLI et al., 2010). Ligacbes de

hidrogénio e interacdes hidrofébicas também contribuem para a estabilidade da queratina.

O alto teor de cisteinas diferencia a queratina de outras proteinas fibrosas, como o
colageno e elastina (KORNILLOWICZ-KOWALSKA & BOHACZ, 2011). A presenca de ligacoes
dissulfeto entre cisteinas inter e intracadeias sdo determinantes para gerar uma cadeia
proteica fortemente estabilizada. Como consequéncia disso, as a-queratinas oferecem maior
rigidez e resisténcia do que as B-queratinas, em fun¢do da ocorréncia de maior contetudo de
cisteina e, com isso, mais ligacdes dissulfeto (DAROIT & BRANDELLI, 2014). A a-queratina é
encontrada em mamiferos e é o constituinte primario de 13, cabelos, unhas, cascos, chifres e
estrato cérneo e a forma B-queratina é o principal componente de tecidos de aves e répteis,

como bicos, penas, garras e escamas (CHEN et al., 2012).

Com base na estrutura secunddria dominante, a cadeia polipeptidica da queratina
pode ser constituida de configuracdes denominadas a-hélice (a-queratina) e B-folha (B-

gueratina) (DAROIT & BRANDELLI, 2014), conforme esquematizado na figura 2.
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Figura 2. Estrutura da a-queratina e B-queratina
Fonte: Marzzoco & Torres (1999).
2.3. Obtencao do hidrolisado de penas

As penas in natura ndo sado utilizadas na alimenta¢dao animal devido a uma baixa
disponibilidade de nutrientes e contaminagdo por microrganismos (MACHADO, 2018). No
entanto, no hidrolisado de penas (também conhecido como farinha de penas hidrolisada)
guando previamente processado, a fracdo proteica se torna mais susceptivel as enzimas

endogenas digestivas.

Os hidrolisados de proteinas sdo misturas complexas de peptideos e aminoacidos
resultantes da clivagem de liga¢des peptidicas dentro uma cadeia polipeptidica. Geralmente,
a escolha de uma estratégia de hidrélise depende das caracteristicas do substrato proteico, a
disponibilidade de agentes de hidrdlise adequados, a qualidade do produto final e as

aplicacGes desejadas do hidrolisado (HOU et al., 2017; STIBOROVA et al., 2016).

As penas sdo dificeis de hidrolisar ou degradar devido a composicdo da queratina. Para
utilizar a proteina das penas como um ingrediente para a nutricao animal, estas devem ser
hidrolisadas através de processamento, no qual pode ser fisico, quimico ou através de

processos enzimaticos (MAZOTTO et al., 2017).

No processamento convencional, ou tratamento fisico, as penas sdo convertidas em

hidrolisado de penas por meio da coccdo hidrotérmica sob alta pressao e temperatura, o que
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requer elevado gasto energético. Além disso, a alta temperatura e pressao pode levar a perda
de aminodcidos termoldbeis (como lisina, metionina e triptofano) e a formacdo de
aminodcidos nao disponiveis, como a lantionina e lisinoalanina (BRANDELLI, 2008; FAKHFAKH
et al.,2011). A lantionina e a lisinoalanina sdo provenientes de ligagcdes cruzadas de proteinas,
geralmente envolvendo a cistina, no qual as liga¢des covalentes ndo naturais entre as cadeias
polipeptidicas reduzem a digestibilidade e a biodisponibilidade dos aminoacidos essenciais
gue estdo envolvidos na ligacdo cruzada ou préximos a ela (FENNEMA et al., 2019). Jhonson
et al. (1998) determinaram a digestibilidade de nove ingredientes de origem animal utilizados
em alimentos para cdes e verificaram que o processamento com alta temperatura afetou
negativamente a digestibilidade dos aminodcidos dos ingredientes. Os autores
recomendaram temperaturas mais baixas para evitar a reducdo do valor nutricional dos
ingredientes. A principal limitacdo no uso de temperaturas baixas é devido a seguranca
alimentar, uma vez que a utilizacdo de altas temperaturas ao longo do processamento sdo
justificadas pela inibicdo de atividades microbiolégicas de microrganismos patogénicos na

matéria prima.

O tratamento com produtos quimicos pode ser realizado aplicando acido forte, dlcalis
ou outros reagentes (como agentes redutores) para degradar as penas. No entanto, com esse
tratamento a hidrdlise ocorre de maneira inespecifica, levando a potencial destruicdo de

aminodcidos e produtos com alto teor de cinzas (ADLER et al., 2018; SINKIEWICZ et al., 2018).

O tratamento enzimatico pode envolver microrganismos queratinoliticos ou
gueratinases isoladas capazes de realizar a quebra das liga¢gdes estruturais da queratina
(GUPTA & RAMNANI, 2006). A queratinase isolada é obtida a partir do cultivo de
microrganismos capazes de produzir enzimas com atividades proteoliticas. As principais
vantagens da hidrdlise enzimatica sdao condicdes moderadas do processo, especificidade da
acdo e preservacdo dos aminoacidos (CALLEGARO et al., 2019). As queratinases distinguem-
se das outras proteases por uma maior capacidade de degradac¢do de substratos compactos

(GUPTA & RAMNANI, 2006).

Tiwary & Gupta (2012) observaram efeito linear na degradagdo das penas utilizando
queratinase. A medida que a concentragdo das enzimas aumentou, maior foi a quebra das

pontes dissulfeto da queratina. Neste estudo, 60% das penas foram hidrolisadas com a
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inclusdo de 600 a 900 U de enzima e aumentou para 90% quando 1200 a 1500 U de enzima

foram adicionadas para 2,5 g de penas.

Em processos de hidrélise mediada por microrganismos, a hidrdlise da proteina
depende do crescimento microbiano e secrecdo de proteases extracelulares. Considerando a
complexa estrutura das penas e a sua composicdao proteica, a biodegradacdo por
microrganismos ocorre por meio de mecanismos colaborativos que envolvem a ac¢do de
enzimas proteoliticas e sistemas sulfitoliticos (CALLEGARO et al.,, 2019). A sulfitélise
corresponde a reducdo de ligacOes dissulfeto realizada por enzimas (dissulfeto redutases),
liberacdo de sulfito/tiosulfato por sistemas redox associados as células microbianas,
enquanto que a protedlise indica a clivagem de ligaces peptidicas do substrato realizada por
proteases (DAROIT & BRANDELLI, 2014). A reducdo das ligagGes dissulfeto tem influéncia
significativa para a degradacdo de penas, na medida em que desestabiliza a conformacao
compacta da queratina presente nestes materiais, facilitando o acesso das proteases para a

atuacdo sobre o substrato (BRANDELLI et al., 2010).

Processos empregando hidrélises sequenciais termo-quimico-enzimaticas, também
sao exploradas. Um processo termo-quimico inicial de hidrdlise permite maior acesso a a¢ao
subsequente de proteinas proteoliticas e enzimas para o substrato queratinoso (CHEONG et
al., 2018; MOKERIS et al., 2010). A diminui¢do da temperatura, pressao e tempo de cocgao
combinado com a utilizagdo de enzimas pode também trazer melhorias ao hidrolisado,
melhorando sua qualidade nutricional (PACHECO et al., 2016) e também melhorar o custo de

producdo, economizando energia ao longo do processamento (CONSIDINE, 2000).
2.4. Utilizagdo do hidrolisado de penas na nutricao animal

A utilizacdo de penas é assunto de interesse entre os nutricionistas, devido ao seu
potencial como fonte alternativa de proteina (BERTSCH & COELLO, 2005). Os hidrolisados de
penas podem ser utilizados em substituicao parcial ou total as fontes proteicas convencionais
para diferentes espécies de habito carnivoro e onivoro (PACHECO et al., 2016). Nas
formulagbes comerciais destinadas a cdes e gatos, cerca de 15,6% possuem hidrolisado de

penas em sua composicdo (ABPA, 2014).

Um fator limitante é devido as queratinas das penas serem deficientes em

aminodacidos como histidina, lisina, metionina e triptofano (GRAZZIOTIN et al., 2006). Nesse
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sentido, o processamento com microrganismos queratinoliticos pode melhorar a
digestibilidade das proteinas das penas, além de enriquecer os hidrolisados com aminoacidos
limitantes devido a sintese microbiana (SAARELA et al., 2017). Bertsch & Coello (2005) ao
compararem trés tipos de farinha de penas (penas in natura; penas processadas de maneira
convencional, sob alta temperatura e pressdo; e penas tratadas com microrganismos
queratinoliticos), observaram melhora significativa no perfil de aminoacidos, com aumento
em alguns aminoacidos essenciais para penas tratadas com microrganismos queratinoliticos,
em relacdo as demais. Portanto, a hidrdlise microbiana é capaz de melhorar o perfil de
aminodcidos do hidrolisado de penas. Além disso, outra maneira de contornar o problema
com a deficiéncia de aminoacidos seria através da suplementacao de aminoacidos sintéticos

na formulacdo do alimento (MACIEL et al., 2017).

Em estudo avaliando a inclusdo de mistura enzimdtica (protease e lipase) em
hidrolisado de pena, combinada com diminuicdo da temperatura e pressdao durante o
processamento, Pacheco et al. (2016) observaram aumento de 600 kcal de EM/kg de MS a
partir das penas em comparagao ao hidrolisado sem adi¢ao de enzimas. Esse resultado indica
gue o pré-tratamento enzimatico melhorou a qualidade do hidrolisado de penas como fonte

de proteina nas dietas para cdes adultos.

Rebefka & Kulshrestha (2009) avaliaram o efeito da inclusdo do hidrolisado de penas
na alimentagao de caes adultos e observaram que a inclusdao de 9% e 14% de hidrolisado de
pena ndao apresentou diferenca significativa para a digestibilidade aparente da proteina da
dieta. Contudo, os autores observaram que a inclusdo do hidrolisado de penas prejudicou a

gualidade de fezes e resultou em baixos escores fecais.

Em estudo Scapim et al. (2003) avaliaram o impacto do tempo de processamento e
temperatura durante o processamento do hidrolisado de penas em relagdo ao seu valor
nutricional. Os parametros investigados foram tempos diferentes de processo e secagem, em
pressdo constante. O maior conteudo energético e os maiores coeficientes de digestibilidade
para os aminodcidos foram obtidos com o menor tempo de processo de secagem. Outros
trabalhos também relacionam o tempo de processamento térmico das penas e suas
influéncias na qualidade final das farinhas (ROCHA & SILVA, 2004; HOLANDA, 2009). O

processamento térmico excessivo pode gerar um produto com baixo teor proteico, no
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entretanto, um processamento insuficiente resultard na hidrdlise incompleta da pena, que

ndo serdo digeridas pelos animais (ABE, 1981; ALBINO et al., 1992; FIALHO et al., 1983).

Outro fator interessante do hidrolisado de pena é seu baixo peso molecular. Pacheco
et al. (2016) verificaram que hidrolisados de penas, processados de modo convencional
combinados ou ndo com complexo enzimatico, possuem baixo peso molecular, com
aproximadamente 95% das moléculas menores do que 10.000 Da e 50% menores do que 500
Da. De modo geral, moléculas proteicas com peso molecular maior que 10.000 Da estdo
relacionadas com a ocorréncia de hipersensibilidade alimentar em animais sensiveis
(SAMPSON, 1993), sendo assim, o hidrolisado de penas apresenta baixo potencial antigénico
guando compondo dietas de cdes e gatos, o que confere um grande potencial de uso para

este ingrediente.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

O Brasil produz grandes quantidades de residuos provenientes da industria avicola, entre
eles a pena representa uma expressiva quantidade e possui disponibilidade para ser utilizada
como fonte proteica na nutricdo animal. Entretanto, quando utilizada em sua forma natural
a pena possui baixa disponibilidade de nutrientes, uma vez que a queratina possui ligacoes
dissulfeto, ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofdbicas que dificultam a acdo de enzimas
enddgenas do sistema digestivo de animais ndo ruminantes. A composicdo nutricional e a
biodisponibilidade de nutrientes do hidrolisado de penas possui relacao direta com o tipo de
processamento. Existem métodos diferentes para o obtencao desse produto, onde cada um
apresenta particularidades. O processamento convencional, utilizando alta temperatura e
pressdao, é o mais utilizado para a elaboracdo de hidrolisados de penas empregados pela
nutricdo animal, no entanto processamentos combinados vem sendo estudados. A adicdo de

enzimas pode ser uma alternativa para melhorar o valor nutricional desse coproduto.

O aumento da disponibilidade de nutrientes do hidrolisado de penas pode permitir
maiores inclusdes deste ingredientes em formulacdes para diferentes espécies. A utilizacdo
de hidrolisados de penas na industria de alimentos para animais de estimacgao representa um
nicho interessante e em expansao a ser explorado. S3o escassos os trabalhos avaliando essa
fonte proteica na formulacao de dieta para cdes, bem como efeitos na digestibilidade e
energia metabolizavel, palatabilidade e ainda possiveis alteragdes nas caracteristicas fecais,

avaliando produtos de fermentacao intestinal como parametros de funcionalidade intestinal.
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CAPITULO Il - DIGESTIBILIDADE E PALATABILIDADE DO HIDROLISADO ENZIMATICO DE
PENAS EM CAES

RESUMO

O hidrolisado enzimatico de penas (HEP) é um coproduto que pode ser gerado em grande
guantidade a partir do processo de beneficiamento de frangos para consumo humano. Esse
ingrediente pode ser utilizado como fonte proteica na alimentacdo animal, pois possui
elevado teor de proteina de até 90%. Objetivou-se determinar, por meio do método de
regressao, os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes e a energia
metabolizavel (EM) do HEP em cdes. Além disso, avaliou-se as caracteristicas fecais e a
preferéncia alimentar de cdes alimentados com dietas contendo HEP. Foram avaliadas quatro
dietas contendo 0%, 4%, 8% e 12% de HEP, em substituicdo a formula da dieta controle. Para
digestibilidade e caracteristicas fecais, foram utilizados 12 cdes adultos da raca Beagle,
distribuidos em blocos (periodos) ao acaso. Os cdes foram alimentados durante 10 dias com
as dietas experimentais, durante dois periodos, totalizando seis repeti¢des. As caracteristicas
fecais avaliadas foram o teor de matéria seca fecal, producao de fezes, escore de consisténcia
e odor fecal, pH, concentracdo de amonia, acidos graxos de cadeia curta, dcidos graxos de
cadeia ramificada, acido sidlico, fenol e indol. No teste de palatabilidade foram utilizados 16
caes, sendo comparadas as dietas: 0% vs. 12% HEP. O teste foi realizado por um periodo de
dois dias, totalizando 32 repeticdes. A andlise de regressao permitiu estimar os CDA do HEP,
qgue apresentou CDA para proteina bruta (PB) e energia bruta (EB) de 86,2% e 87,33%,
respectivamente. A EM do HEP foi estimada em 5189,65 kcal/kg de matéria seca. A inclusdo
de HEP ndo alterou os CDA e a EM das dietas, assim como as caracteristicas fecais dos animais.
Desta forma, conclui-se que a inclusdo de HEP possui um potencial uso na alimentacdo de
caes.

Palavras-chave: Caracteristicas fecais. Coproduto. Processamento.
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DIGESTIBILITY AND PALATABILITY OF ENZYMATIC HYDROLYZATE FEATHERS IN DOGS

ABSTRACT

Enzymatic hydrolyzate feathers (EHF) is a co-product that can be generated in large quantities
from the process of processing chickens for human consumption. This ingredient can be used
as protein source in animal feed, because it has a high protein content of up to 90%. The
objective of this study was to determine the apparent digestibility coefficients (ADC) of the
nutrients and the metabolizable energy (ME) of EHF in dogs using the regression method. In
addition, fecal characteristics and feeding preference of dogs fed diets containing EHF were
evaluated. Four diets containing 0%, 4%, 8% and 12% of EHF, were substituted for the control
diet formula. For digestibility and fecal characteristics, 12 beagle adult dogs were randomly
distributed in blocks (periods). The dogs were fed for 10 days with the experimental diets,
during two periods, totaling six replicates. The fecal characteristics evaluated were the fecal
dry matter content, feces production, fecal consistency and odor score, pH, ammonia
concentration, short-chain fatty acids, branched-chain fatty acids, sialic acid, phenol and
indole. In the palatability test, 16 dogs were used, and the diets were compared: 0% vs. 12%
EHF. The test was performed for a period of two days, totaling 32 replications. The regression
analysis allowed to estimate the ADC of the EHF, which presented ADC for crude protein (CP)
and crude energy (CE) of 86.2% and 87.33%, respectively. The ME of the EHF was estimated
at 5189.65 kcal / kg of dry matter. The inclusion of EHF did not alter the ADC and EM of the
diets, as well as fecal characteristics of the animals. Thus, it is concluded that the inclusion of
EHF has a potential use in dog feeding.

Key words: Fecal characteristics. Co-product. Processing.
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1. Introducgao

As penas correspondem de 5 a 7% do peso vivo de frangos adultos e sdo geradas em
grandes quantidades como residuos pelas industrias de processamento de aves. A pena é
composta por mais de 90% de proteina, sendo o principal componente a queratina, uma
proteina fibrosa e insoluvel altamente estabilizada por ligacdes dissulfureto, ligacdes de
hidrogénio e interacdes hidrofdbicas entre suas cadeias (BRANDELLI et al., 2010). Além disso,
a queratina em seu estado natural ndo é degradavel por enzimas enddgenas do sistema
digestério de animais ndo ruminantes, como tripsina e pepsina (KIM et al., 2001).
Considerando seu alto teor proteico, esse coproduto pode ter um grande potencial
como fonte de proteina e aminoacidos para a alimentacdo animal. Para sua utilizacdo na
nutricdo animal as penas sdao convertidas em hidrolisado de penas, produzidas através da
coccdo sob alta temperatura e pressdo, o que exige alto consumo de energia. Além disso, o
superaquecimento pode reduzir a solubilidade proteica, impactando negativamente a sua
digestibilidade. Diante dessa limitacdo outras formas de processamento foram desenvolvidos
a fim de melhorar a qualidade do hidrolisado de penas. O emprego de enzimas exdgenas no
processamento é uma das alternativas para amenizar os efeitos do agquecimento excessivo e
possui vantagens como a preservag¢ao de aminodcidos e a possibilidade de controlar o grau
de hidrélise ao longo do processo (CALLEGARO et al., 2019). Processos combinados também
tem sido explorados a fim de melhorar a qualidade nutricional do hidrolisado de penas

(PACHECO et al., 2016).

O conhecimento da digestibilidade dos nutrientes presentes no ingrediente permite
a sua melhor utilizagdo na formulacao de alimentos comerciais, permitindo maiores inclusées
nas formulacdes ou ainda complementar ou substituir outras fontes convencionais. O
objetivo do presente estudo foi investigar o efeito da adicdo de niveis crescentes de
hidrolisado enzimatico de penas, processada com protease, em dietas extrusadas para caes,
sobre a digestibilidade dos nutrientes, energia metabolizdvel, caracteristicas fecais e a

palatabilidade em caes.
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2. Material e Métodos

Os experimentos foram aprovados pela comissdo de ética no uso de animais do setor de

Ciéncias agrarias da Universidade Federal do Parana, Curitiba-PR, Brasil - protocolo 074/2018.
2.1 Experimento I: Ensaio de digestibilidade e caracteristicas fecais
2.1.1 Dietas

Foram avaliadas quatro dietas contendo crescentes niveis de hidrolisado enzimatico de

penas: 0%, 4%, 8% e 12%, em substituicdo a férmula da dieta basal.

Apds a extrusdo, as dietas foram secas em secador de triplo deck (100 - 110°C), e recobertas
com dbleo de visceras de aves e palatabilizante liquido. As dietas foram formuladas de acordo
com as recomendacdes nutricionais da FEDIAF (2016). A composicdo quimica do hidrolisado
enzimatico de penas utilizado pode ser observada na Tabela 1. Os ingredientes e a

composi¢ao quimica analisada das dietas constam na Tabelas 2.

Tabela 1. Composi¢do quimica do hidrolisado enzimatico de penas.

Componentes (% na MS) Hidrolisado enzimatico de penas
Umidade 3,08
Matéria Mineral 9,62
Proteina Bruta 78,17
Grau de hidrdlise (método OPA) 15,28
Digestibilidade proteica 0,0002% 91,94

MS: matéria seca.

Tabela 2. Ingredientes e composicdo quimica das dietas experimentais.

Hidrolisado enzimatico de pena (%)

Ingredientes 0 4 8 12

Milho 65,900 63,264 60,628 57,992
Farinha de visceras de aves 20,000 19,200 18,400 17,600
Hidrolisado enzimatico de penas 0,000 4,000 8,000 12,000
Gordura de aves 6,000 5,760 5,520 5,280

Palatabilizante 2,000 1,920 1,840 1,760
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Polpa de beterraba 3,000 2,880 2,760 2,640
Carbonato de calcio 1,000 0,960 0,920 0,880
Antioxidante 0,200 0,192 0,184 0,176
Premix mineral e vitaminico 0,500 0,480 0,460 0,440
Cloreto de potassio 0,500 0,480 0,460 0,440
Sal branco comum 0,400 0,384 0,368 0,352
Propionato de célcio 0,200 0,192 0,184 0,176
Cloreto de colina 0,260 0,250 0,239 0,229
DL-metionina 0,040 0,038 0,037 0,035
Composigao quimica (% na MS)
Hidrolisado enzimatico de pena (%)

ltem 0 4 8 12
Matéria seca 92,84 91,94 89,88 92,52
Matéria organica 95,76 95,64 95,44 95,16
Matéria mineral 4,24 4,36 4,57 4,84
Proteina bruta 22,48 24,99 26,76 29,62
Fibra bruta 1,66 2,18 2,01 1,75
Extrato etéreo hidrélise acida 13,00 13,97 13,91 14,45
Calcio 0,87 0,8 0,81 0,87
Fosforo 0,86 0,85 0,83 0,91
Energia Bruta (Kcal/kg) 4160 4123,6 3969,27 4253,11

MS: matéria seca.

O teor dos aminoacidos do HEP estd apresentado na tabela 3, segundo dados disponibilizados

pelo fabricante do produto.

Tabela 3. Perfil de aminoacidos do hidrolisado enzimatico de penas.

Niveis de aminodcidos (%)

Acido Aspartico
Acido Glutamico
Serina

Glicina

6,03
9,36
6,98
6,63
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Histidina 1,10
Taurina 0,31
Arginina 5,11
Treonina 3,66
Alanina 4,20
Prolina 6,36
Tirosina 2,48
Valina 6,14
Metionina 1,08
Cistina 0,96
Isoleucina 3,84
Leucina 6,05
Fenilalanina 3,48
Lisina 3,19
Triptofano 0,22

2.1.2 Animais e instalagdes

Foram utilizados 12 c3es da raca Beagle (seis machos e seis fémeas), com peso de 12,80 +
1,6 kg e 4,5 + 0,1 anos de idade. Os animais foram alojados individualmente em baias de
alvenaria com soldrio (2 x 5 metros). Os cdes foram vacinados, desverminados e previamente

submetidos a exames clinicos que atestaram seu estado de higidez.
2.1.3 Ensaio de digestibilidade

O ensaio de digestibilidade foi realizado pelo método de coleta total de fezes, cada
periodo contou com cinco dias de adaptacdo e cinco dias de coleta total das fezes, de acordo
com as recomendacdes da Association of American Feed Control Officials (AAFCO, 2010). Os
cdes foram alimentados duas vezes ao dia (8:30 e 16:00 horas), em quantidade suficiente para
atender as necessidades de EM de cdes adultos, de acordo com a equacdo do NRC (2006):

MJ/dia = 0.54 xPC%75, sendo PC: peso vivo. A dgua foi fornecida a vontade.

As fezes foram coletadas pelo menos duas vezes ao dia, pesadas, identificadas por

periodo/animal e armazenadas em freezer (-14°C). Ao final de cada periodo, as fezes foram
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descongeladas, homogeneizadas e secas em estufa de ventilagdo forcada a 55°2C (320-SE,
Fanem, S3ao Paulo, Brazil) durante 48 horas até peso constante. Apds secas, fezes e dietas
foram moidas com peneiras de crivos de Imm em moinhos de martelo Willey (Arthur H.
Thomas Co., Philadelphia, PA). Assim como as dietas as fezes foram analisadas para
determinacdo dos teores de MS a 1059C, PB (método 954.01), fibra bruta (FB, método
962.10), extrato etéreo em hidrdlise acida (EEA, método 954.02) e matéria mineral (MM,
método 942.05), segundo a Association of the Official Analytical Chemists (AOAC, 1995). A
energia bruta (EB) foi determinada em bomba calorimétrica (Parr Instrument Co. model 1261,

Moline, IL, USA).
2.1.4 Caracteristicas fecais

As caracteristicas fecais foram avaliadas no final do estudo por meio da analise do teor de
matéria seca (MSf), producdo de fezes (g fezes/ g MS ingerida/5 dias), escore de consisténcia
e odor fecal, pH, concentracdo de amonia, dcidos graxos de cadeia curta (AGCC), acidos graxos
de cadeia ramificada (AGCR) e 4acido sidlico. O pH fecal e a concentra¢dao de amonia foram
realizadas em fezes coletadas no maximo 15 minutos apds a defecagdo. O escore fecal foi
avaliado sempre pelo mesmo pesquisador, atribuindo-se notas de 1 a 5, sendo: 1 = fezes
pastosas e sem forma; 2 = fezes macias e mal formadas; 3 = fezes macias, formadas e Umidas;
4 =fezes bem formadas e consistentes; 5 = fezes bem formadas, duras e secas, de acordo com

Carciofi et al. (2009).

O pH fecal foi mensurado por meio de um pHmétro digital (331, Politeste Instrumentos
de Teste Ltda, Sdo Paulo, SP, Brazil), utilizando 2,0 g de fezes frescas (coletadas no maximo
15 minutos apods a defecacao) e diluidas com 20 mL de dgua destilada. O teor de amonia nas
fezes foi realizado de acordo com Brito et al. (2010), e calculada como: amoniaco-N (g / kg) =
N x fator de correcdo x 17 x (volume de acido - em branco) / peso da amostra (g).

Concentracao de amonia fecal foi corrigida para MS fecal.

A avaliagdo do odor fecal foi realizado no ultimo dia de coleta. As fezes foram coletadas,
homogeneizadas e colocadas em quantidades iguais (50 g) em potes do mesmo tamanho e
volume. Estes potes foram cobertos com filme plastico contendo o mesmo numero e
tamanho de furos. A analise sensorial foi realizada nas fezes frescas (até 30 minutos apds

defecacdo) por 14 avaliadores.
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Os potes foram classificados como: Padrdo (0% HEP, dieta controle), A (dieta 4% HEP) e B
(dieta 12% HEP), de modo que os participantes ndo soubessem sobre os tratamentos. A
avaliacdo foi realizada comparando a amostra da dieta controle em relacdo as dietas A e B
(4% HEP e 12% HEP, respectivamente), no qual foram atribuidos valores em relacdo ao odor:

1 — melhor que padrdo, 2 —igual a padrdo e 3 — pior que a padrao.

Para determinacdo de AGCC e AGCR, foram coletadas fezes frescas (até 15 minutos apds
a defecacdo). Em um recipiente plastico devidamente etiquetado com tampa, 10 g de amostra
fecal foram pesados e misturados com 30 ml de acido férmico a 16%. Esta mistura foi
homogeneizada e armazenada a 4 ° C durante um periodo de 3 a 5 dias. Antes da andlise,
essas solucgdes foram centrifugadas a 5000 rpm (2K15, Sigma, Osterodeam Hans, Alemanha)
durante 15 minutos. Cada amostra foi submetida a trés centrifugacdes e ao final da ultima,
parte do sobrenadante foi transferido para eppendorffs devidamente identificado para
posterior congelamento. Posteriormente, as amostras foram descongelados e novamente
centrifugados a 14.000 rpm durante 15 minutos (Rotanta 460 Robotic, Hettich, Tuttlingen,
Alemanha). AGCC fecal e AGCR foram analisados por cromatografia gasosa (SHIMADZU,
modelo GC-2014, Kyoto, Japao) usando uma coluna de vidro (Agilent Tecnologias, HP INNO
cera-19091N, Santa Clara, EUA) de 30 m de comprimento e 0,32 mm de largura. O nitrogénio
foi utilizado como gas carreador a uma vazdo de 3,18 mL / min. Temperaturas de trabalho
foram 200 ° C na inje¢do, 240 ° C na coluna (a uma taxa de 20 ° C/ min), e 250 ° C no detector
de ionizacdo de chama.

Os fendis e os inddis foram analisados por cromatografia, GCMS2010 Plus (Shimadzu®),
acoplado a um espectrometro de massa TQ8040 com um amostrador automatico AC 5000 e
um injetor sem divisdo. As separacdes cromatograficas foram obtidas na coluna SH-Rtx-5MS
(30 mx 0,25 mm x 0,25 pum - Shimadzu®) com uma vazao de 1,0 mL min-1 e hélio como gas
de arraste na taxa 5,0. As temperaturas da linha de transferéncia e da fonte de ionizacdo
foram mantidas em 40 ° C e 220 ° C, respectivamente, o volume de injecdo de 1 L no modo
dividido (taxa de 1:10). A temperatura do forno de GC foi mantida a 220 ° C (5 min), com
aumento de 40 ° C min-1 para 280 ° C (5 min). O tempo total de analise foi de 31 minutos e o
espectrometro de massa operou nos modos de varredura completa (m / z = 40 a 400) e
monitoramento seletivo de ions (SIM), ionizagdao eletronica a 70 eV. GCMSsolution® foi o

software utilizado na anélise dos dados.
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Para analise do acido sialico, as fezes foram liofilizadas (Alpha 1-4 LO plus, Christ,
Osterodeam Hans, Alemanha) e analisadas de acordo com o método descrito por Jourdian et

al. (1971).
2.1.5 Calculos e analises estatisticas

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os coeficientes de

digestibilidade aparente (CDA) da MS, PB, EEA, EB e EM das dietas experimentais:
CDA% = ((g nutriente ingerido — g nutriente excretado) / g nutriente ingerido) x 100
A EM foi estimada de acordo com a AAFCO (2004): EM (MJ/dia) = 0.54 x PV%7>

EM (MJ/g) = {kJ/g EB ingerida — kJ/g EB das fezes — [(g PB ingerida — g PB das fezes) x
1.25kJ/g]} / g racdo ingerida.

Para determinacdo da digestibilidade isolada dos nutrientes do HEP foi utilizada a

seguinte equacado, propostas por Fan e Sauer (1995):
CDATI (%) = CDAT + (CDAB-CDAT) x CONTB
Na qual:
CDATi = CDA (%) do nutriente na dieta teste i;
CDAB = CDA (%) do nutriente na dieta basal;
CDAT = CDA (%) do nutriente no ingrediente teste;
CONTB = contribuicdo (% 100) do nutriente da dieta basal na dieta teste.

O experimento seguiu delineamento em blocos casualizados, sendo o periodo o fator
de blocagem. O experimento foi composto por quatro tratamentos repetidos em dois
periodos com 12 cdes em cada periodo (sendo trés cdes por tratamento), totalizando seis
repeticGes por tratamento. Foi realizada analise de regressdo, em funcdo dos niveis de

inclusdo do hidrolisado enzimatico de penas e os CDA e EM.

Os dados foram previamente analisados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk.
Os dados com distribuicdo normal foram submetidos a andlise de regressdao. Os dados nao

paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, a 5% de significancia. A
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frequéncia das pontuacdes para o odor fecal foi analisada pelo teste Qui-quadrado, a 5% de

significancia.
2.2 Experimento ll: Palatabilidade
2.2.1 Animais e instalagoes

Foram utilizados 16 cdes da raca Beagle (oito machos e oito fémeas), com peso de 12,80
+ 1,6 kg e idade de 4,5 + 0,1 anos. Os caes foram alojados em baias de alvenaria com soldrio

de 2 x 5 metros de comprimento.
2.2.2 Dietas

As dietas avaliadas foram: dieta sem inclusdo de hidrolisado enzimatico de penas (0% HEP)

e a dieta com 12% de hidrolisado enzimatico de penas (12% HEP).
2.2.3 Ensaio de palatabilidade

A cada alimentacdo, os animais receberam as necessidades energéticas didrias mais 30%,
com base na formula para caes adultos em manutencao do NRC (2006), assegurando assim a
presenca de sobras. A palatabilidade foi determinada por meio da mensuracdo da razio de
ingestdo e primeira escolha entre as racdes ofertadas aos caes. As quantidades fornecidas e
as sobras foram quantificadas para se calcular a razdo de ingestdo e a primeira escolha
definida pelo registro do primeiro pote que o animal se aproximou durante a oferta
simultanea dos alimentos. A posicao dos potes foi alternada no segundo dia de teste para se

evitar preferéncias por posicao de alimentacao.

A palatabilidade foi mensurada comparando-se as dietas em pares (Griffin, 2003). Foi
realizada a comparagao entre 0% HEP vs. 12% HEP. O teste de palatabilidade foi realizado por
dois dias consecutivos, nos quais foram fornecidos aos cdes, uma vez ao dia, dois potes

contendo as duas diferentes dietas a serem comparadas, durante um periodo de 30 minutos.
2.2.4 Calculo e andlise estatistica

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado. A razao de ingestao foi calculada

com base no consumo (fornecido — sobras) relativo das dietas (A e B), sendo:

Razdo de ingestdo (%) = [g ingeridas da dieta A ou B/ g total consumido (A + B)] x 100
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Previamente, os dados foram submetidos a andlise de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade, e se atendido a essas premissas, os dados de razdao de ingestdao foram
analisados pelo teste t-Student e a primeira escolha pelo teste Qui-quadrado, ambos a 5% de

probabilidade.

3. Resultados

3.1 Experimento I: Ensaio de digestibilidade e caracteristicas fecais

Os caes consumiram as dietas sem recusa alimentar e ndo foram observadas sobras nos
comedouros durante todo o periodo experimental. Ndo foram observados episddios de

vOmito ou diarreia.

Ndo houve diferenca entre os CDA das dietas (P>0,05, Tabela 4). Para as caracteristicas
fecais, ndo houve alteracdo nos parametros avaliados (P>0,05). Entretanto, houve efeito

quadratico para a EM com a inclusdao do HEP (P<0,05, Tabela 4).

Tabela 4. Média dos coeficientes de digestibilidade aparente (CDA, %), energia metabolizavel
(EM, kcal/kg) e caracteristicas fecais de cdes alimentados com dietas contendo hidrolisado

enzimatico de penas.

Hidrolisado enzimatico de penas (%) P
ltem EPM

0 4 8 12 L Q
CDA (%)
Matéria seca 84,76 85,16 84,78 86,16 0,330 0,935 0,980
Matéria organica 86,83 87,20 86,87 87,87 0,281 0,525 0,989
Proteina bruta 85,33 85,25 84,52 85,91 0,380 0,339 0,949
Extrato etéreo 88,85 89,89 88,6 90,61 0,381 0,939 0,928
Energia bruta 87,06 87,39 86,65 88,13 0,217 0,956 0,213
EM (kcal/kg) 3877,03 3893,04 3798,04 4019,52 195,704 0,002 <0,001

Caracteristicas fecais



Matéria seca (%)
Producao fecal

pH

36,96

0,41

6,76

Nitrogénio amoniacal (%) 0,091

Acido Sidlico (umol/g)

Escore

2,777

4,00

37,96

0,40

6,32

0,109

3,417

4,00

34,06

0,45

6,10

0,115

3,058

4,00

33,65

0,40

6,55

0,127

3,131

4,00

0,370 0,731
0,001 1,000
0,081 0,882
0,001 0,069
0,116 0,761
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0,863

0,607

0,065

0,980

0,521

EPM: Erro padrao da média; P: probabilidade; L: linear; Q: quadratico; Escore fecal (1 = fezes

sem forma a 5, fezes bem formadas). Producdo fecal = g de fezes produzidas na matéria

natural/g matéria seca consumida/dia. Medianas do escore fecal pelo teste de Kruskal-Wallis

(P=0,241).

Os niveis crescentes de inclusdo de HEP ndo afetou a produc¢do de 4cidos graxos de

cadeia curta e cadeia ramificada, assim como a area média da produgdo de fenol e indol

(P>0,05, Tabela 5 e 6).

Tabela 5. Média (umol/g) dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR) das

fezes de cdes alimentados com dietas contendo niveis crescentes de hidrolisado enzimatico

(HEP).
HEP (%) Probabilidade
ltem EPM
0% 4% 8% 12% L Q
AGCC (umol/g)
Acético 28,039 26,726 25,959 25,936 0,695 0,87 0,979
Propibnico 15,459 19,080 16,480 14,940 0,630 0,223 0,493
Butirico 6,252 4,943 5,002 5,022 0,244 0,395 0,587
Total de AGCC 49,750 50,748 47,440 45,898 1,286 0,924 0,973
AGCR (umol/g)
Isobutirico 0,791 0,597 0,768 0,866 0,033 0,998 0,136
Isovalérico 1,090 0,873 1,089 1,334 0,075 0,889 0,493
Valérico 0,178 0,178 0,239 0,397 0,044 0,405 0,784
Total de AGCR 3,148 2,521 3,185 3,932 0,214 0,831 0,430
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EPM: Erro padrao da média; P: probabilidade; L: linear; Q: quadratico.

Tabela 6. Porcentagem média de area de pico de compostos organicos volateis mais

abundantes presentes nas fezes de caes.

Hidrolisado enzimatico de penas (%) P
It EPM
em 0 4 8 12 L Q
Fenol 2,077 2,437 2,553 2,835 0,212 0,297 0,916
Indol 3,277 3,342 3,610 4,038 0,199 0,291 0,665

EPM: Erro padrdao da média; P: probabilidade; L: linear; Q: quadratico.

Na andlise sensorial de odor nao foi observada diferenca entre as dietas controle, 4%

e 12% de hidrolisado enzimatico de penas (P>0,05, Tabela 7).

Tabela 7. Medianas e distancia interquartil do odor fecal de cdes alimentados com dieta
controle (0% hidrolisado enzimatico de penas), 4% e 12% de hidrolisado enzimatico de penas

(HEP).

4% HEP Controle 12% HEP P

Odor 2,0(2/2) 2,0(2/2) 3,0(3/3) 0,1311

P: probabilidade.

Os CDA do nutrientes e EM do hidrolisado enzimatico de penas estdo apresentados na

tabela 8.

Tabela 8. Coeficientes de digestibilidade aparente (CDA, %) e energia metabolizavel (EM,

kcal/kg) do hidrolisado enzimatico de penas.

Item CDA
Matéria Seca (%) 89,8
Matéria Organica (%) 95,6
Proteina Bruta (%) 86,2
Extrato Etéreo Acido (%) 90,4

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 5189,6
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3.2 Experimento ll: Palatabilidade

N3do houve diferenca na razdo de ingestdo e para a primeira escolha pelos cdes entre as

dietas controle (0% HEP) e 12% HEP (P>0,05, Tabela 9).

Tabela 9. Primeira escolha da dieta A (n) e razdo de ingestdo (Rl +/- erro padrdo) das dietas

controle (CO) e 12% de hidrolisado enzimatico de penas (HEP).

Dieta Ax B n@ Rl da dieta AP Pri

CO x 12%HEP 16 0,53+0,32 0,366

Primeira escolha analisada pelo teste de qui-quadrado e Rl pelo teste t-Student; 2NUmero de
visitas ao pote com a dieta B é obtida como 32-n; PRI: [g da dieta A ou B/g total consumido

(A+B)] x 100.

4. Discussao

4.1 Experimento I: Ensaio de digestibilidade e caracteristicas fecais

O fato da inclusdo do HEP ndo ter afetado o CDA e a EM das dietas permite inferir que a
sua adicdo ndo alterou o aproveitamento dos nutrientes da dieta padrdao utilizada,
independente dos niveis de substituicdo. Resultados distintos foram encontrados por
Pacheco et al. (2016), no qual observaram que ao aumentar a inclusdo de hidrolisado de

penas de 7,5% para 15% reduziu o CDA da PB, EB, assim como, a EM das dietas.

O método descrito por Fan & Sauer (1995) permitiu isolar o CDA dos nutrientes e EM do
HEP. A EM apresentou efeito quadratico com a inclusdo do HEP e o valor mais alto (4019,5
kcal/kg) foi encontrado com a inclusdo de 12% de HEP. Esse resultado indica que a adi¢do de
enzimas durante o processamento do ingrediente avaliado teve efeito positivo em sua
gualidade, uma vez que a queratina, principal proteina estrutural da pena, em seu estado
natural possui alta resisténcia as enzimas endégenas de animais ndo ruminantes, tais como
tripsina e pepsina (KIM et al., 2001). A queratina é estabilizada fortemente por ligacbes de
pontes de dissulfeto, pontes de hidrogénio e intera¢des hidrofébicas entre suas cadeias
(BRANDELLI et al., 2010), o que lhe confere alta rigidez e estabilidade. A energia
disponibilizada pelo HEP é proveniente da fracdo proteica do ingrediente, isso se deve a sua
composicao ser principalmente proteina, possuindo um teor de 78,18% de PB na MS. Em

estudos com cdes avaliando hidrolisados de pena tratados com complexo enzimatico
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(protease e lipase) e de maneira convencional, Pacheco et al. (2016) observaram que a
utilizacdo de enzimas disponibilizou cerca de 600 kcal/kg em relagdo ao hidrolisado

processado de maneira convencional e esse aumento € um indicativo da atividade enzimatica.

Em estudo avaliando diferentes fontes proteicas para cdes, Cavalari et al. (2006)
encontraram para a farinha de penas, hidrolisadas de modo convencional, valores de CDA de
76% de MS, 82,3%, de PB e 4219 kcal/kg de EM. Esses valores sdo inferiores aos encontrados
para o HEP (89,8% MS, 86,2% PB e 5189,6 kcal/kg). Contudo, ao comparar esses valores de
CDA com o da farinha de visceras de frango (88,1% MS, 88,9% PB e 4379 kcal/kg), reportado
por Cavalari et al. (2006), observa-se que o HEP se assemelha com esse ingrediente. A farinha
de visceras possui ampla utilizacdo na formulacdo de dietas para cdes (CARCIOFI et al., 2006)
e o HEP, devido a alta sua digestibilidade, possui potencial para ser utilizado como fonte
proteica na alimentacdo de cdes. A composicdo nutricional e a biodisponibilidade de
nutrientes do hidrolisado de penas possui relagdao direta com o tipo de processamento

(CALLEGARO et al., 2019).

O aumento na inclusdo de HEP nas dietas ndo aumentou a producdo fecal. Resultados
semelhantes foram encontrados por Machado (2018), no qual testou dietas contendo
hidrolisado de penas processadas com queratinases e de maneira convencional, sob alta
temperatura e pressao, e encontrou que a inclusdao de 10% do ingrediente nao alterou a

producdo fecal de cdes.

Outras caracteristicas fecais, como a MS das fezes e o escore fecal, ndo foram afetados
pelos niveis de inclusdo do HEP. O escore fecal possui grande interesse comercial e as
diferencas devem ser levadas em consideracdo. O escore se manteve no intervalo entre 3,5 e
4,5, sendo estes valores considerados como ideais para cdes (CASE et al., 2011). Estes
resultados estdo de acordo com os valores de umidade e escore fecal encontrados por
Pacheco et al. (2016), no qual avaliaram dietas para cdes com inclusdo de 7,5 e 15% de
hidrolisado de penas processadas com complexo enzimatico. Além disso, a inclusdo de até

12% de HEP em dietas para cdes ndo prejudicou as caracteristicas fecais analisadas.

Alimentos contendo alto teor proteico podem levar a fermentacao de aminoacidos nao
digestiveis no cdélon por microrganismos proteoliticos. Essa fermentacdo gera compostos

putrefativos, como a amonia, aminas biogénicas, dcidos graxos de cadeia ramificada, fendis e
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inddis (SOUZA et al., 2018). Entretanto, no presente estudo ndo foram observados diferencas
na producdo desses compostos e isso pode ser associado a alta digestibilidade do HEP, uma
vez que fontes proteicas de elevada digestibilidade podem reduzir a fermentacdo de
compostos nitrogenados no célon (SOUZA et al., 2018). Além disso, as baixas concentragoes
de compostos provenientes da fermentacao proteolitica no intestino indicam que o HEP nao

favorece a sobrevivéncia de populacdes de bactérias intestinais com potencial patogénico.

Os fendis e inddis sdo produzidos a partir da fermentacdo de aminodcidos, tirosina e
triptofano, respectivamente (Garner et al., 2007) e podem ser encontrados em fezes frescas
(LE et al., 2005). A inclusdo de HEP ndao aumentou a quantidade desses compostos nas fezes
dos cdes. Resultados semelhantes foram reportados por Van Heugten e Van Kempen (2002),
onde a inclusdo de 4% e 8% de hidrolisado de penas em dietas para suinos resultaram na

baixa concentracao de fendis e inddis nas fezes frescas dos animais.

O odor fecal é proveniente de substancias geradas por bactérias enddgenas e de
substratos ndo digeridos da degradacao de proteinas. Uma proteina de baixa qualidade e
digestibilidade pode estar associada a pior odor fecal, pois sua fermentacdo resultard na
formacao de compostos putrefativos e estes ainda podem também afetar a funcionalidade
intestinal (CELI et al., 2019). Quanto maior a quantidade de proteina indigestivel que chega
ao intestino grosso, maior é sua disponibilidade para a microbiota (HESTA et al., 2003), o que
pode resultar por consequéncia no aumento da concentracdo de nitrogénio amoniacal nas
fezes. Contudo, nesse estudo ndo foi observada diferenca na concentracdo de nitrogénio

amoniacal e para a andlise sensorial os tratamentos ndo diferiram entre si.

Os AGCC sdo produzidos principalmente por Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp.,
como resultado da fermentacdo de carboidratos e sdo rapidamente absorvidos pelos
colondcitos, sendo os principais anions responsaveis pela reabsorc¢do de agua no intestino por
osmose (GUARNER e MALAGELADA, 2003). A concentracdo de AGCC nas fezes nao foi
alterada com os diferentes niveis de inclusdo de HEP. Isso pode ser devido a répida taxa de

absorcdo dos AGCC pela mucosa intestinal (SWANSON et al., 2002).

A auséncia de alteracdo na concentracdo de acido sidlico fecal é indicativa de que o HEP
ndo apresenta efeito irritante sobre a mucosa intestinal. A concentracado de acido sialico no

intestino tende a aumentar quando hd infecgdes bacterianas ou fragilidade osmdtica
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(PIRGOZLIEV et al., 2007). Desse modo, é possivel inferir que a inclusdo de HEP ndo alterou a

producdo de mucina no intestino dos caes.
4.2 Experimento ll: Ensaio de palatabilidade

Peptideos e aminoacidos sdo reconhecidos como importantes precursores de
palatabilizante para cdes (VAN BOEKEL, 2006) e esses compostos estdo presentes em farinhas
de origem animal. Ao testar a dieta controle, sem inclusdo de HEP, com dieta contendo 12%
de HEP nao foi observada diferenca para a razdo de ingestdo e primeira escolha feita pelos
cdes. Em estudo, Rebafka e Kulshrestha (2009) observaram que a inclusdo de 14% de
hidrolisado de penas foi bem aceita por cdes. Resultado similar foi observado por Kienzle et
al. (1991), onde uma mistura de carne fresca com hidrolisado de penas (adicdo de 30% na
matéria seca) foi consumida imediatamente por gatos. A percepcao da palatabilidade de um
alimento é complexa e é influenciada por diversos fatores, como a interacdo entre os
ingredientes da dieta, tipo de palatabilizante utilizado ou a textura do alimento (ZANATTA et

al., 2016).
5. Conclusoes

Alinclusdo de até 12% de HEP ndo altera a digestibilidade aparente dos nutrientes da dieta
e nem as caracteristicas fecais dos animais. O HEP apresenta elevada digestibilidade da

proteina, podendo ser utilizado em dietas para cdes.
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