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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a bioeficacia e efeitos da suplementacdo de
diferentes fontes de metionina sobre o desempenho, status redox, desenvolvimento e pH do
trato gastrointestinal (TGI) e concentragdes plasmaticas de acido Urico e creatina kinase em
frangos mantidos em diferentes sistemas de criagdo (chdo e gaiola). Os tratamentos foram: 1)
Dieta basal (DB) sem suplementacdo de Metionina, 2-6) Suplementacéo de 0.05; 0.10; 0.15;
0.30; 0.35% de DLM, 7-11) Suplementacéo de 0.05; 0.10; 0.15; 0.30; 0.35% de DLM + AO,
12-16) suplementacdo de 0.05; 0.10; 0.15; 0.30; 0.35% de HMTBA. No artigo 1 sé&o
apresentados os resultados correspondentes a frangos criados no ch@o. Considerando todo o
periodo experimental, a bioeficacia da HMTBA e DLM + AO foram de 70% e 121%,
respetivamente. A forca de cisalhamento aumentou em peitos das aves que receberam as dietas
deficientes de Met. Todas as aves alimentadas com qualquer fonte de Met apresentaram
aumento (P < 0.05) nas concentracdes hepaticas e intestinais de glutationa peroxidasse (GSH),
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) e reducdo (P < 0.05) da peroxidacgéo lipidica
quando comparados com frangos alimentados com a DB sem suplementacdo. Na fase inicial
(1-21 dias) os frangos suplementados com DLM e DLM + AO mostraram aumentos (P < 0.05)
na relacdo Vilo/Cripta quando comparados com os frangos alimentados com HMTBA. Porém,
com 42 dias, as aves suplementadas com HMTBA e DLM+AO exibiram melhor
desenvolvimento intestinal ao apresentarem aumento (P < 0.05) na relagdo Vilo/Cripta. O pH
de moela e jejuno foram menores nos frangos que receberam HMTBA e DLM+AO. A
suplementacdo de qualquer fonte de Met diminuiu significativamente (P < 0.05) os niveis
plasmaticos de CK. No entanto, no dia 42 HMTBA e DLM + AO mostraram menor atividade
de CK no sangue. Por outro lado, as concentracdes de &cido urico (AU) aumentaram
significativamente (P < 0.05) no dia 42 nas aves que receberam qualquer fonte de metionina.
Assim, a suplementacdo de Met melhora o desempenho, o status redox e desenvolvimento
intestinal. Finalmente, o uso de &cido orgéanico potencializou a bioeficacia da DLM. No artigo
2, séo discutidos os resultados correspondentes a frangos criados nas gaiolas. A bioeficacia da
HMTBA foi de 59% e da DLM + AO de 132%. A forca de cisalhamento aumentou (P < 0.05)
para a DB e houve tendéncia dos frangos alimentados com niveis deficientes de Met. A
suplementacdo de qualquer fonte de Met estimulou a producéao (P < 0.05) de GSH, CAT, SOD
e, consequentemente, diminuiu (P < 0.05) a peroxidacdo lipidica. No dia 21 os frangos
alimentados com DLM e DLM + AO mostraram aumentos (P < 0.05) na relacdo Vilo/Cripta
guando comparados aos frangos alimentados com HMTBA. Ja no dia 42 ndo houve diferenca
significativa entre as fontes de Met. O pH da moela e jejuno foram menores (P<0,05) nos
frangos que receberam HMTBA e DLM+AO. Néo houve influéncia significativa (P>0,05) dos
tratamentos sobre os niveis de AU durante o periodo experimental. Aos 21 dias a suplementacéo
de DLM e DLM + AO diminuiu ainda mais os niveis de CK (P<0,05). No entanto, aos 42 dias
ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre as fontes. Dessa forma, pode-se concluir que
independente do sistema de cria¢do, a adicdo do &cido orgénico acrescentou a bioeficacia da
DLM e, consequentemente, o desempenho e os parametros fisiologicos das aves.

Palavras-chave: Bioeficacia. Aminoécidos Sulfurados. Acido organico.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the bioefficacy and the effects of the
supplementation of different sources of methionine on the performance, redox status,
development and pH of the gastrointestinal tract (TGI) and plasma concentrations of uric acid
and creatine kinase in Broilers maintained in different breeding systems. (floor and cage). The
treatments were: 1) basal diet (DB) without methionine supplements, 2-6) 0.05 supplements;
0.10; 0.15; 0.30; 0.35% DLM, 7-11) Supplementation 0.05; 0.10; 0.15; 0.30; 0.35% DLM +
AQO, 12-16) 0.05 supplementation; 0.10; 0.15; 0.30; 0.35% HMTBA. Article 1 presents the
results for broilers. Considering the entire experimental period, the bioefficacy of HMTBA and
DLM + AO was 70% and 121%, respectively. The shear force increased in the breasts of birds
that received diets deficient in Met. All birds fed any source of Met showed an increase (P
<0.05) in hepatic and intestinal concentrations of glutathione peroxidase (GSH), catalase (CAT)
and superoxide dismutase (SOD) and a reduction (P <0.05) of lipid peroxidation in comparison.
with chickens fed with DB without supplementation. In the initial phase (1-21 days) broilers
supplemented with DLM and DLM + AO showed increases (P <0.05) in the Vilo / Crypt ratio
compared to chickens fed with HMTBA. However, at 42 days, birds supplemented with
HMTBA and DLM + AO exhibited a better intestinal development by presenting an increase
(P <0.05) in the Vilo / Crypt ratio. The pH of the gizzard and jejunum was lower in broilers that
received HMTBA and DLM + AO. Supplementation of any source of Met significantly
decreased (P <0.05) plasma CK levels. However, on day 42, HMTBA and DLM + AO showed
lower CK activity in the blood. On the other hand, uric acid (AU) concentrations increased
significantly (P <0.05) on day 42 in birds that received any source of methionine. Therefore,
Met supplementation improves performance, redox status and intestinal development. Finally,
the use of organic acid improved the bioefficacy of DLM. In Article 2, the results corresponding
to broilers are discussed. The bioefficacy of HMTBA was 59% and DLM + AO 132%. The
shear force increased (P <0.05) for BD and there was a tendency for chickens fed with deficient
levels of Met. Supplementation of any source of Met stimulated the production of GSH, CAT,
SOD (P <0.05) and, consequently, decreased (P <0.05) lipid peroxidation. On day 21, chickens
fed DLM and DLM + AO showed increases (P <0.05) in the Vilo / Crypt ratio compared to
chickens fed HMTBA. Already on day 42 there were no significant differences between the
sources of Met. The pH of the gizzard and jejunum were lower (P <0.05) in broilers that
received HMTBA and DLM + AO. There was no significant influence (P> 0.05) of treatments
at UA levels during the experimental period. At 21 days, supplementation with DLM and DLM
+ AO further decreased CK levels (P <0.05). However, at 42 days there were no significant
differences (P> 0.05) between the sources. Therefore, it can be concluded that, regardless of
the breeding system, the addition of organic acid adds the DLM bioefficacy and, consequently,
the performance and physiological parameters of the birds.

Keywords: Bioefficacy, Organic acid, Total sulfur amino acids.



RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO GRAFICO
Elaborado por Edwin Alberto Cafias Mendoza e orientado por Anténio Gilberto Bertechini

A metionina ¢ um aminodcido sulfurado essencial e primeiro limitante em dietas para
frangos de corte a base de milho e farelo de soja. Muitos trabalhos comprovam a participacao
da metionina no desenvolvimento corporal, como doadora de grupos metil, substancia
antioxidante, formadora de aminoacidos ndo essenciais, na sintese proteica, entre outras. Uma
das principais fontes de metionina industrial, mais utilizada nas formulagdes de dietas para
frangos de corte, é a DL-metionina com 99% de atividade de metionina. Todavia, outros
compostos (analogos de metionina) também sdo utilizados, tais como a metionina
hidroxianaloga encontrada na forma liquida (DL-HMTBA 88%). A bioeficécia dessas fontes
de metionina tem gerado discusséo quando comparada a DL-Met como fonte de metionina.

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de comparar os efeitos da
suplementacdo dietética de DLM, DLM + &cido organico e HMTBA sobre o desempenho,
bioeficacia, rendimento de carcaca, qualidade de carne, status redox e morfologia intestinal em
frangos de corte de 1 a 42 dias. Ao comparar as fontes de metionina, houve diferencas no
desempenho entre as fontes, observando-se melhores resultados nas aves suplementadas com
DLM + AO seguida de DLM e HMTBA. Igualmente, todas as fontes melhoraram o status redox
e o desenvolvimento intestinal quando comparadas com as aves que ndo receberam
suplementacdo. Assim, a suplementacdo de acido organico potencializou a bioeficacia,

tornando-se uma alternativa para conseguir melhor desempenho dos frangos de corte.

Principais efeitos da suplementacao de diferentes fontes de metionina na produc¢éo de frangos de corte
Tese de Doutorado em Zootecnia na UFLA, defendida em 29/03/2019
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa uma importante posicdo no ranking mundial na producdo e na
exportacdo de carne de frangos de corte. Segundo dados da Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA, 2018), a producéo brasileira de carne de frango foi, em 2017, de 13,5 milhdes
de toneladas, mantendo o pais na posicdo de maior exportador mundial e de segundo maior
produtor de carne de frango, atras apenas dos Estados Unidos.

A grande producao de milho e soja no Brasil permitiu ao setor avicola o uso desses grdos
como base fundamental na formulagéo da racdo. No entanto, esses ingredientes apresentam na
sua composicao niveis de aminoacidos que ndo atendem as exigéncias nutricionais das aves,
tornando-se necesséria a utilizacdo de aminoacidos industriais na suplementacéo, tais como a
Metionina (Met).

A metionina € um amino&cido essencial e pode ser considerado o primeiro limitante nas
dietas para aves, pois, além de participar do empenamento, participa de inimeras reacoes
biologicas, tais como: doagdo de grupos metil, deposicao proteica, formagdo de moléculas de
alto valor bioldgico e no sistema imune (VAZQUEZ-ANON et al., 2006; ZHAN et al., 2006;
ZHANG et al., 2008).

Na suplementacdo de metionina em dietas de frangos de corte sdo utilizadas,
normalmente, duas fontes: A DL-Metionina em pé (DLM), que possui um grupo amino (NHs)
e esta composta por 99% de monémeros do aminoacido; e a metionina hidroxianaloga acido
livre (HMTBA), que na forma liquida contém um grupo hidroxila (OH) e estd composta por
88% de mondmeros, dimeros e oligdmeros de HMTBA e 12% de agua (VIANA et al., 2009).

Diversos estudos tém avaliado a bioequivaléncia relativa dessas fontes de Met, porém,
ndo existe um consenso nos resultados obtidos nas pesquisas (VIANA et al., 2009; YANG et
al., 2015; ZHANG et al., 2017). Alguns autores atribuem a menor eficiéncia da HMTBA ao
processo de absorcdo intestinal. Segundo Esteve-Garcia e Austic (1993) e Drew et al. (2003),
a HMTBA apresenta menor absor¢cdo quando comparada com a DLM. Por outro lado, em
frangos (SWENNEN et al., 2011) e em leitdes (KAEWTAPEE et al., 2016) os estudos
mostraram como a natureza acida da HMTBA reduziu o pH do intestino, inibindo a populacao
de E. Coli e promovendo a colonizacdo de Lactobacillus spp, aumentando, dessa forma, as
concentracdes de &cidos graxos de cadeia curta, o tamanho das vilosidades intestinais e a

absorcéo de nutrientes, o que, consequentemente, melhorou o desempenho dos animais.
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Frente ao exposto, este estudo foi conduzido com o objetivo de comparar os efeitos da
suplementacdo dietética de DLM, DLM + AO e HMTBA sobre o desempenho (bioeficacia), o
rendimento de carcaca, a qualidade de carne, o status redox e a morfologia intestinal em frangos

de corte de 1 a 42 dias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fontes de metionina

A metionina é um aminoécido proteinogénico que serve também como fonte de enxofre
na sintese de outros aminoécidos — tais como a cisteina — e de radicais metil em animais e seres
humanos (WARNICK; ANDERSON, 1968). Devido a presenca de enxofre em sua
composicao, a metionina e a cisteina sdo responsaveis pela formacao de pontes dissulfeto que,
entre outras funces, estabilizam as estruturas terciarias das proteinas. Sendo assim, os frangos
de corte utilizam grandes quantidades de aminoacidos sulforosos que precisam ser
suplementados na dieta destes animais (WEN et al., 2017).

As duas principais fontes comerciais de metionina sintéticas usadas na alimentagéo de
frango de corte sdo a DL-metionina (DLM) em pd e a metionina hidroxianaloga na forma
liquida como &cido livre (MHA-AL) (LEITE etal., 2009). A DLM, como todos 0s amino&cidos,
contém um atomo de carbono central com quatro grupos que se ramificam a partir dele, quais
sejam: um grupo carboxila, um grupo amina, um atomo de hidrogénio e um grupo R. Por sua
vez, a MHA-AL possui uma molécula de hidroxila (OH) no lugar do grupo amina (FIGURA
1). Dessa forma, as duas fontes apresentam diferentes caracteristicas fisicas e metabdlicas até

serem absorvidas e transformadas em L-metionina (RICHARDS et al., 2005).

Figura 1 — Estrutura da DL-Metionina 99% e Metionina Hidroxianaloga 88%.

0O 0O
S S
H3C/ \/\KU\OH HgC/ \/\H“\OH
NHz OH
DL-Metionina 99% MHA-AL 88%

Fonte: Absolute Pharmacy.

A DL-Metionina é produzida, principalmente, por sintese quimica de metilmercaptano,
acroleina e cianeto de hidrogénio (PACK 2004). Como resultado é obtido um composto
monomérico, o qual apresenta uma pureza de 99% nas formas D-dextrdgiras (50%) e L-
levdgiras (50%) (KARAU; GRAYSON, 2014). Por outro lado, a MHA-AL ¢é um liquido

transparente ambar com 88% de pureza, distribuida em 65% de mon6meros, 18% de dimeros,



16

3% de trimeros, 2% de oligbmeros e 12% de &gua. Os dimeros e oligdmeros ligam-se por
reacdes entre a hidroxila de uma molécula com a carboxila da outra, por meio de uma ligacéo
tipo éster. No caso da MHA-AL, as ligacGes ésteres sdo reversiveis (PENZ JR., 1994).

Estima-se que nos ultimos anos, a Evonik Degussa (Alemanha) é responsavel por,
aproximadamente, 60% do total da DLM produzida no mundo. Por outro lado, a Novus
International (Estados Unidos) é a maior produtora de MHA-AL. Em 2013, o mercado mundial
atingiu 600 mil toneladas/ano e a maior parte da metionina produzida foi utilizada para
alimentacdo animal (WILLKE, 2014).

2.2 Metabolismo da metionina

Uma vez ingeridos, 0s aminoacidos industriais sdo absorvidos rapidamente no intestino,
no entanto, os mecanismos de absorcdo das fontes séo diferentes. A absor¢do da DLM ocorre
no intestino delgado de maneira ativa por meio de diferentes sistemas dependentes de Na*, o
que permite que os isdbmeros D e L sejam transportados contra gradientes de concentracao.
Segundo Martin-Venegas et al. (2008), os receptores b0, +AT, LATI1/LAT2,
y+LAT1/y+LAT2, ATBO, SAT1/SAT2 possuem a capacidade de transportar a DLM para o
interior dos enterdcitos. Por sua vez, a absor¢do da MHA se da ao longo do intestino, entretanto,
em sua maioria, € absorvida na alca proximal do duodeno e no jejuno médio (RICHARDS,
2005). Diferente da DLM, a MHA-AL é absorvida, principalmente, de forma passiva por
difusdo simples (FIGURA 2), sendo o receptor MCT1 dependente de H* o seu maior
transportador.

Posterior a absorcdo, a L-Metionina € diretamente incorporada ao metabolismo da ave
e pode ser metabolizada entre 20% a 30 % durante a sua primeira passagem no intestino (FANG
et al., 2010). J& 0 isdmero D da DLM e a MHA-AL precisam ser convertidos em L-metionina
para serem, posteriormente, incorporados e utilizados no metabolismo intermediario (BARBI
et al., 2004).

Assim, no interior da célula a D-metionina sofre, inicialmente, um processo de oxidacao
mediado pela enzima peroxisomal D-aminoacido oxidase (D-AAOX). Nessa reacdo a D-
metionina perde seu grupo amino, tornando-se um a-cetoécido analogo da metionina (KMB)
(BRACHET & PUIGSERVER, 1992). Posteriormente, 0 KMB é convertido em L-metionina
pela transferéncia de nitrogénio vindo de aminoacidos doadores e catalisada por uma

transaminase. As transaminases sdo onipresentes em todas as células do corpo e, portanto, essa
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reacdo nao € considerada como limitante no processo de transformacéo, embora isso ndo tenha
sido definitivamente demonstrado (ZHANG et al., 2015).

De modo semelhante, a HMTBA também é oxidada originando o KMB. No entanto,
essa reacdo € mediada por dois sistemas enzimaticos. A L-HMTBA ¢ o substrato da L-2-
hidroxi-acido oxidase (L-HAOX) localizada nos peroxissomos de figado e rins das aves
(FERJANCIC-BIAGINI et al., 1998). Ja a D-HMTBA é oxidada pela enzima mitocondrial D-
2-hidroxi-&cido desidrogenase (D-HADH). Como a D-HADH esté localizada na mitocondria,
a D-HMTBA pode ser usada por qualquer 6rgao para a sintese de proteinas, incluindo o
intestino delgado e o musculo esquelético (DUPUIS et al., 1990). Subsequente a oxidacéo, o
KMB sofre um processo de transaminagéo formando, assim, a L-Metionina.

O metabolismo da L-metionina encontra-se dividido em trés diferentes rotas, conhecidas
como metilacdo, remetilacéo e transulfuracdo (MARTINEZ-CUESTA et al., 2013).

No processo de metilagdo, a metionina é convertida em S-adenosil-metionina (SAM)
por meio da enzima metionina-adenosil-transferase. O SAM é o maior doador de grupos metil
(CHa), necessarios na sintese de moléculas de alto valor biologico e em varios processos
metabolicos, como exemplo a metilagdo do DNA, a qual é mediada pela enzima metil-
transferase formando a S-adenosil-homocisteina (SAH) (OLIVEIRA-NETO, 2014).

A homocisteina € um aminodacido sulforoso presente no sangue e nos tecidos, mas nao
incorporado na proteina. Ele é sintetizado a partir da metionina, que pode ser remetilada ou
pode condensar com serina para formar cistationina pelo processo de transulfuracao
(WATERLAND, 2006).

A remetilacdo é o processo por meio do qual a homocisteina transforma-se novamente
em metionina. Essa reacdo é mediada via vitamina B> e &cido folico, e catalisada pelas enzimas
metionina-sintase e metileno tetrahidrofolato redutase (MTHFR) (HALSTED et al., 2012)

Por ultimo, a transulfuracdo € o processo que transforma a homocisteina em cisteina.
Tal processo ocorre, incialmente, por meio reacdo irreversivel entre homocisteina e L-serina
catalisada pela enzima cistationa B-sintase, que resulta na formacdo da cistationa (PILLAI et
al., 2006). Posteriormente, a cistationa [3-liase tranforma a cistationa em cisteina. A metionina
é 100% eficiente como um precursor de cisteina (SHOVELLER et al., 2005).

Cabe destacar que a cisteina faz parte da glutationa peroxidasse, principal antioxidante
da célula animal e precursora da taurina. A cisteina é considerada um aminoacido ndo essencial,

cuja disponibilidade é dependente da ingestdo de metionina (STIPANUK et al., 2004).
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2.3 Fungdes da metionina na nutri¢éo de frangos de corte

A metionina é considerada o principal aminoécido na avicultura moderna. Devido ao
seu rapido crescimento os frangos de corte possuem uma alta demanda de aminoacidos, sendo
a metionina vital no alcance do desempenho desejavel para essa espécie. Assim, o conteudo de
metionina nas dietas dos frangos deve ser adaptado as suas exigéncias com o intuito de manter
um equilibrio adequado de aminoéacidos no corpo que estimule o crescimento, maximize o
rendimento de carcaca, reduza a deposicao de gordura e promova a ingestdo adequada de ragéo
(BUNCHASAK, 2009).

Dentre as varias funcdes da metionina, a principal delas é participar da sintese proteica.
Segundo Wen et al., (2017), niveis adequados metionina promovem a expressao dos fatores
miogénicos tais como mTOR, fatores reguladores miogénicos (MRF4, Myf5) e fator
intensificador de miocitos 2 (MEF2A e MEF2B). Além disso, a metionina é precursora de
outros aminodcidos sulfurados, como a cisteina, que também e utilizada na sintese de proteina
corporal, na formacéo da pele e das penas (BUNCHASAK et al., 2009).

Apo0s o processo de metilagdo, a metionina da origem a S-adenosilmetionina — maior
doador de radicais metil no organismo das aves —, sendo necessaria para biossintese de varias
substancias tais como a sintese de carnitina, de colina, de betaina, de creatina, de poliaminas,
de epinefrina e de melatonina, que sdo componentes fundamentais para o desenvolvimento
dessa espécie (LEHNINGER et al., 2002).

Precursora da cisteina, a metionina atua, por meio desse aminoacido, como precursora
da glutationa peroxidasse, principal enzima antioxidante do organismo animal e que protege as
células das espécies reativas ao oxigénio (ROS) (TESSERAUD et al., 2009). A metionina
também é precursora da sarcosina, que esta presente nas estruturas de varias proteinas
(imunoglobulinas, insulina) ao ligar as cadeias polipeptidicas por meio de pontes dissulfeto
(CORZO et al., 2006)

A metionina é importante para o sistema imunoldgico, pois a ingestdo desse aminoacido
em quantidades adequadas favorece e auxilia a sintese de proteinas do sistema imunoldgico
(GRIMBLE, 2006). Por meio da S-adenosilmetionina, a metionina promove a sintese de
espermidina e da espermina, substancias importantes na proliferacdo e diferenciacdo de
linfocitos (FLYNN et al. 2002). Além disso, a metionina € um substrato para a sintese de colina
e, consequentemente, da fosfatidilcolina e acetilcolina, os quais séo essenciais para a fungéo

nervosa e para 0 metabolismo de leucdcitos das aves (KIM et al. 2007).
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2.4 Bioeficacia das fontes de metionina

Indmeras pesquisas utilizando diferentes fontes e niveis de metionina na alimentacéo de
frangos de corte foram desenvolvidas nas Ultimas décadas, mostrando resultados controversos.
De acordo com Penz Jr. (1994), existem varios fatores que influenciam a bioeficacia das fontes
de metionina, como a DLM e a MHA-AL, pois suas rotas metabdlicas ndo ocorrem de forma
semelhante e podem ser alteradas por diversos fatores, tornando-se um dos temas mais
controversos na nutricdo das aves, visto que a metionina, além de ser essencial, € o primeiro
aminodcido limitante na dieta.

Payne et al., (2006) ndo observaram diferencas entre os tratamentos com DLM ou
HMTBA, sendo que os frangos de corte alimentados com MHA-AL apresentaram a bioeficacia
de 68% na base de produto em relagcdo aqueles alimentados com DL-metionina para ganho de
peso. Um comportamento diferente das fontes foi observado no trabalho desenvolvido por
Sagali et al., 2010). Os autores concluiram que a MHA-AL apresentou bioeficacia relativa de
42%, quando comparada com a DLM em base ao produto em frangos de corte de 1 a 21 dias de
idade. Por outro lado, Visentini et al. (2005) evidenciaram que a suplementacdo de MHA-AL
(88%) ou de DLM ndo apresentou diferencas significativas entre as formas de metionina
investigadas sobre o desempenho de frangos de corte de 1 a 44 dias de idade.

Yodseranee e Bunchasak (2012) ndo observaram diferenca significativa entre a
suplementacdo de DLM e MHA-AL no desempenho de frangos de corte criados em condicdes
tropicais. Ja o trabalho de Willemsen et al., (2011) mostrou que a suplementacdo de MHA-AL
reduziu parcialmente os efeitos negativos no desempenho ocasionados pela exposicéo cronica
ao calor quando comparada a DLM. Os autores concluiram que a MHA-AL é mais eficiente no
alivio do estresse oxidativo causado pelo estresse por calor, o que, consequentemente, melhorou
0 desempenho dos animais.

Ao comparar o efeito de uma fonte natural e outra sintética de metionina no desempenho
de frangos de corte, Halder e Roy (2007) relataram que ndo houve diferencas significativas ao
utilizar uma fonte de metionina natural H-Met® e uma sintética DLM no mesmo nivel de
suplementacdo na dieta. Em contrapartida, Itoe et al. (2010) demonstraram que frangos de corte
alimentados com a metionina natural eram inferiores em ganho de peso e conversao alimentar
em relagéo as suplementadas com DLM.

Wen et al. (2014) relataram como as dietas suplementadas com metionina melhoraram

o rendimento muscular de peito de frangos da linhagem Arbor Acres. De modo semelhante,
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Ahmed e Abbas (2011) observaram como o desempenho de frangos suplementados com niveis
de 120 e 130% foi maior em comparagdo com o tratamento controle (sem suplementagéo).
Esses autores também corroboraram com os achados de Wen et al. (2014) de que os frangos
que receberam niveis acima do que é recomendado pelo NRC, apresentaram: aumento
significativo do peso absoluto, aumento relativo do peito e significativa reducdo da gordura
abdominal.

Contudo, Ribeiro et al. (2005) ao compararem o efeito das duas fontes de metionina
(DLM e MHA-AL) na alimentacdo de frangos de corte, machos, ndo observaram efeito das

fontes de metionina no rendimento de carcaca.

2.5 Aminoacidos sulfurados e estresse oxidativo

A funcdo de metionina ndo se limita ao seu papel na sintese de proteina. A S-
adenosilmetionina (SAM) ¢é o maior doador do grupo metilo e um precursor da homocisteina
que, conforme dito anteriormente, pode ser transulfurada para formar a cisteina (Cis)
(INGENBLEEK; KIMURA, 2013).

A Cis € um amino&cido precursor de substancias que exercem um papel importante no
sistema antioxidante do organismo, como a glutationa peroxidasse (GSH) (MARI et al., 2009)
e a Taurina (JONG et al., 2012) (FIGURA 2).

Figura 2 — Aminoéacidos sulfurados e seu papel no controle do estresse oxidativo.

SO,

Metinonina ———  Cistationa —— Cisteina .

\ " taurin

Glutationa

\

Sistema
Metionina
Sulfoxido
Reductase

¥ Antioxidante .
\O \\I\/\/L'L e \@ ’
s e
aEREE T e
'r ® Oxidativo
® tereesasnassasannsasnns - L"\/\/\H

Fonte: Metayer et al. (2008).



21

Dessa forma, deficiéncias na suplementacdo de aminoacidos sulfurados (SAA) podem
comprometer o sistema de defesa antioxidante dos animais. Um claro exemplo do anterior foi
constatado por Shen et al. (2015), ao observarem como dietas em leitdes com baixas
concentragdes de SAA reduziram as concentragdes de GSH nos tecidos e aumentou a presenga
de proteinas carbonil (PC) e malondialdeido, compostos resultantes do estresse oxidativo.
Igualmente, Zeitz et al. (2018) observaram como a deficiéncia na dieta de SAA reduziu as
concentragdes de antioxidantes e aumentou o estresse oxidativo em sangue de diferentes tecidos
de frangos de corte Cobb.

A GSH e a Cis agem como sequestrantes diretos das espécies reativas de oxigénio
(ROS), os quais sdo formados a nivel mitocondrial e podem produzir efeitos deletérios, entre
eles a oxidagdo proteica, a lipidica e os danos no DNA, alterando a funcionalidade e o
metabolismo da célula (PETROPOULOS; FRIGUET, 2005).

Segundo Obled et al., (2004) a GSH catalisa a reducdo dos ROS, transformando-se em
glutationa dissulfeto (GSSG). No entanto, a GSSG é reduzida novamente em GSH pela
glutationa redutase (FIGURA 3). A relacdo GSH/GSSG e o nivel de GSH total ao interior da
célula determinam o status redox da célula que, por sua vez, pode regular as vias metabdlicas
devido a ativacdo o0 ou a inibi¢do de enzimas pertencentes a outros processos celulares, como a

transcricdo gendmica, por exemplo. (CAO et al., 2005).

Figura 3 — Representacdo esquematica do ciclo da GSH
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Além disso, os residuos de metionina podem atuar como antioxidantes cataliticos por
meio do sistema Metionina Sulfoxido Redutase (MSR). Segundo Stadtman et al. (2005), os

residuos de metionina sdo propensos a oxidacdo por ROS e convertidos em Metionina
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Sulféxido (MetO) com a formacdo de dois estéreo-isomeros referidos como MetO-S e MetO-
R. As formas S e R da MetO podem ser reduzidas de volta a metionina pela metionina sulféxido
redutase. Dessa forma, cada ciclo de oxidac&o e reducdo de metionina destruira um equivalente
de ROS, tornando-se um importante sistema de eliminacéo natural para ROS.

Entretanto, as diferentes fontes de metionina que sdo suplementadas nas dietas podem
influenciar o status redox dos animais. Devido a sua composicdo, as fontes de metionina
comumente comercializadas séo a DLM e a HMTBA, sendo que ambas diferem uma da outra
em termos de absorcdo (DREW et al., 2003) e na sua capacidade de metabolizacdo até serem
transformadas em L-Met (MARTIN-VENEGAS et al., 2006).

Baseados em estudos in vitro, Martin-Venegas et al. (2006, 2013) concluiram que o
processo de transulfuracdo é influenciado pela fonte de metionina ao observarem como a
HMTBA apresentou um maior estimulo do sistema antioxidante quando comparado com a
DLM. Da mesma forma, Willemsen et al. (2011) observaram menores niveis de TBARS em
frangos de suplementados com HMTBA quando comparados com frangos suplementados com
DLM com quatro semanas de idade. Entretanto, no estudo realizado por Zeitz et al., (2018) ao
comparar duas fontes de metionina (DLM e HMTBA), os autores ndo encontraram diferencas
significativas no status redox de tecidos e plasma de frangos de corte machos. Além disso, 0s
autores ndo observaram indicios de que os maiores niveis de suplementacdo das diferentes
fontes modificaram o efeito das mesmas. Da mesma forma, Swennen et al., (2011) nédo
observaram diferenca significativa nos niveis de GSH de frangos de corte alimentados com

duas diferentes fontes de metionina.

2.6 Aminoacidos sulfurados e status redox intestinal

O epitélio do trato gastrointestinal (TGI) é extensamente dobrado e conformado por
criptas (de Lieberkiihn) e vilosidades, as quais sdo renovadas a cada 4-5 dias tornando-se um
dos tecidos mais proliferativos do organismo (LIPKIN, 1973).

O epitélio do intestino delgado esta revestido pelos enterdcitos — representando 80% do
TGI — e sua principal funcéo € absorcdo dos nutrientes, dos eletrolitos e da agua. Por sua vez,
as células caliciformes secretoras compreendem 16% do epitélio do intestino e sua funcédo é a
secrecdo de muco formando um ambiente adequado para o desenvolvimento da microbiota
intestinal. Por outra parte, as células secretoras de Paneth desempenham funcdes essenciais na

secrecdo de horménios gastrintestinais, na defesa do hospedeiro e na secrecdo de bicarbonato
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(OUELLETTE, 2011). Por ultimo, o trato gastrointestinal apresenta um tecido linfoide
associado a mucosas (GALT) (GIBBONS, 2011), organizado por meio das placas de Peyer
espalhadas ao longo do intestino.

Semelhante a outros tecidos corporais, a glutationa (GSH), a cisteina (Cis) e a
tiorredoxina (Trx) sdo os principais sistemas redox das células do intestino (JONES, 2006).
Dessa forma, o status redox intestinal pode ser descrito pela presenca das formas reduzida e
oxidada dos sistemas, ou seja, a relagdo entre GSH / GSSG, Cys / CySS e Trx / TrxSS. Sendo
assim, a suma do potencial redutor dos diferentes sistemas constitui 0o ambiente redox
intracelular (SCHAFER; BUETTNER, 2001).

O principal sistema redutor das células do intestino é a GSH, o qual esta presente em
concentracdes milimolares (AW, 1994) e apresenta niveis semelhantes a outros tipos de células
(2-10 mM) (MEISTER, 1983). A GSH intracelular encontra-se na forma reduzida
biologicamente ativa e sua oxidacdo a GSSG é, frequentemente, associada ao estresse
oxidativo. As concentrages de GSH na mucosa intestinal sdo mantidas por meio da sintese de
novo (AW, 1991), regeneracdo da GSSG (SHAN et al., 1990) e captacdo de GSH (HAGEN;
JONES, 1987). A captacdo de GSH pela mucosa através da membrana apical ocorre
independentemente da sintese de GSH intracelular (AW, 1991).

A defesa antioxidante intracelular do intestino € mediada por enzimas dependentes da
GSH, localizadas no citosol, nas mitocéndrias e no ndcleo e conhecidas como glutarredoxinas
(Grx). As Grxsao pequenas enzimas redutoras compostas por cerca de cem residuos
aminodcidos, sdo oxidadas por substratos e reduzidas novamente de forma ndo enzimatica pela
GSH (HOLMGREN; FERNANDES, 2004).

Por outro lado, a GSH apresenta uma isoforma extracelular encarregada da citoprotecéo
da mucosa contra oxidantes luminais conhecida como a glutationa S-transferase (GST) (THAM
et al., 1998). A GST catalisa a desintoxicacdo dependente de GSH de radicais, carcinogéneos
e micotoxinas luminais. Igualmente, mantem a fluidez do muco e promove a captacdo de
perdxido lipidico reduzindo, consequentemente, o transporte de peroxido linfatico (AW, 2005).

Por sua vez, o status redox do lamen intestinal também é modificado pela relacédo Cys /
CySS (DAHM; JONES, 2000). As concentracOes extracelulares de Cys e CySS sdo moduladas
por reacoes de troca de Cys / CySS (LASH; JONES, 1984) dietéticas e pela hidrélise de GSH
(DICKINSON; FORMAN 2002). O sistema Cys/CySS contribui majoritariamente para a
manutengdo do estado redox das proteinas extracelulares e do limen intestinal (GILBERT,

1990), o qual é regulado a partir do sistema de transporte Cys /CySS envolvendo exportacdo de


https://pt.wikipedia.org/wiki/Redox
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Cys luminal, reducdo de GSSG e formacdo de CySS, seguido por captacdo de CySS, reducgéo
de CySS mediada por GSH intracelular e Cys de re-liberacdo no limen (FIGURA 4).

Figura 4 — Contribuicéo dos sistemas Cys / CySS e GSH / GSSG no status redox do intestino.
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Fonte: Adaptado de Circu & AW (2012).

Um status redox homeostatico permite uma adequada proliferacdo, migracdo e
diferenciacdo do epitélio gastrointestinal por meio da modulacéo das vias de sinalizacdo Wnt /
B-catenina e Notch, principalmente, pelas NADPH oxidases (NOXs) (PEREZ et al., 2017).

Dessa forma, uma inflamacdo intestinal derivada do aumento na producdo de ROS ou
causada pela diminuicdo na sintese de GSH inibe o potencial proliferativo das células epiteliais
do intestino, alterando os processos de desenvolvimento e de absorcdo de nutrientes,

prejudicando o desempenho das aves.
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ABSTRACT

This study was conducted to test the effects of supplemental DLM + AO and HTMBA on redox
status, gut development, growth performance and meat quality of broiler chickens compared
with DL-Met. A total of 1632 male 1-d-old Coob 500 chickens were weighed and randomly
allotted to 16 treatments for 42 d, including a basal diet (BD) without industrial methionine
supplementation or a basal diet that was supplemented with five DLM or DLM + AO or
HTMBA levels (0.05; 0.10; 0.15; 0.30; 0.35 %). Performance, redox status (liver-gut), plasma
Uric Acid (PUA) and Creatine Kinase (CK), intestine pH and morphology were measured.
Bioefficacy of HMTBA was 70% and use of organic acid favored DLM increasing its
bioefficacy (121%). Shear force had increased in chicks fed a diet BD and methionine deficient.
Chicks fed a diet supplemented with any Met source had increased (P < 0.05) GSH, CAT, SOD
activity and reduced (P < 0.05) lipid peroxidation compared with chicks fed the BD. On 21d
DLM and DLM + AO had greater (P < 0.05) villus height:crypt depth ratio compared with
chicks fed HMTBA. However at 42 d, chicks fed a diet supplemented with HMTBA and DLM
+ AO had greater (P < 0.05) villus height:crypt depth. On the other hand, HMTBA and DLM +
AO supplementation decreased (P < 0.05) pH in gizzard and jejunum. At 21 and 42 d CK
plasma activity declined (P < 0.05) in chicks fed any methionine source. Nevertheless, on 42 d
HMTBA and DLM + AO CK activity was lower compared with DLM source. PUA on 42 d
was increased in chicks with all methionine sources. Considering together all of the studied
parameters, the relative bioavailability of HTMBA and DLM + AO was 70% and 121%
respectively compared to the DLM. Supplementation of Met served a better performance, redox
status and development of the gut of chicks compared with BD diet. Finally, the use of organic
acid favored DLM, increasing its bioefficacy.

Key Words: Bioefficacy, Sulfur Amino Acid, Organic Acid
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INTRODUCTION

Methionine (Met) is a sulphur-containing essential amino acid performs a wide variety of
biological functions (Oz et al., 2008) including growth promotion (Mirzaaghatabar et al., 2011),
synthesis of proteins and methylation of DNA (Jankowski et al., 2014), helps protect cells
against oxidative stress by means of glutathione synthesis (Luo and Levine, 2009; Del Vesco
et al., 2013), improve development breast muscle and meat quality (Albrecht et al. 2017), In
addition, Met is an intermediate in the biosynthesis of other important molecules such as
cysteine, carnitine, and taurine and is converted to S-adenosylmethionine (SAM), which serves

as a methyl donor.

DL-Methionine (DLM) and DL-2-hydroxy-4-methylthiobutanoic acid (HMTBA) are widely
used for dietary supplementation on a commercial scale to satisfy the total sulfur amino acid
(TSAA) requirement of poultry. However, the bioefficacy of both source has been the subject
of numerous in vitro and in vivo studies and remains controversial today. The meta-analysis
showed that biological efficiencies of HMTBA were 81 % and 79 % of the values for DLM, on
an equimolar basis, for ADG and feed utilization efficiency, respectively (Sauer et al. 2008).
Bunchasak (2009 concluded that the bioefficacy of HMTBA would be 88 % of DLM

(equimolar basis).

On the other hand, it"s known that acid organic ameliorate the conditions of the gastrointestinal
trac (GIT) through the reduction of GIT pH, promoting proteolytic enzyme activity and nutrient
digestibility, intensifying pancreatic secretions, encouraging digestive enzyme activity, creating
stability of the microbial population and stimulating the growth of beneficial bacteria

(Papatisiros et al. 2013). Therefore, the dual effect (Met source and organic acid) of HMTBA
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could promote growth performance and good conditions of the gastrointestinal tract

(Kaewtapee et al. 2016).

In previous studies the bioefficacy of HMTBA in comparison to DL-methionine. has been
extensively documented (Sauer et al. 2008; Sangali et al., 2014). However, the pH diet and its
effect on the bioefficacy of methionine and consequently on the performance of the chicken
remain poorly documented. Thus, the aims of the present study were to determine the effective
replacement of sources 99% DL-Methionine + organic acid and 88% liquid 2-hydroxy-4-
methylthio-butanoic acid (HMTBA) compared to 99% DL-methionine in male broilers

receiving isoprotonic diets based on corn and soybean meal.

MATERIALS AND METHODS

Bird Husbandry, Diets, and Experimental Design

All procedures were approved by Lavras Federal University Animal Care and Use Committee.
A total of 1,632 one-day male Cobb 500 were obtained from a commercial hatchery where they
vaccinated against Marek’s disease and raised from 1 to 42d of age. The broilers were divided
into 16 treatments with 6 replicate pens 2 x 1.1 (each containing 17 birds) per pens. Diets were
formulated according to the Rostagno et al. (2017) for all nutrients except for methionine +
cysteine to 1-21 (Table 1) and to 22-42 days (Table 2). Three methionine sources (99% DL-
methionine, 99% DL-methionine + organic acid and 88% HMTBA) in the five levels of
supplementation and one treatment without methionine supplementation (Table 3). The
corn/soybean meal base experimental diets to both experiments were isonutrient, only varying
digestible methionine + cysteine levels and methionine sources. The pH of the diets was

determined using 10 g of feed in 90 ml of distilled water using NaOH in the titration. The diets


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaewtapee%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26954213
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pH (treatments 7-11) were equalized to treatments 12-16, by dietary lactic acid (2-

hidroxipropionic acid) level. The lactic acid has the same pKa as HMTBA (3.86).

All pens contained feeder and a nipple waterer to allow for ad libitum access to feed and water
in a temperature controlled room with a 23L:1D lighting program, the temperature of the room
was maintained at 32°C for the first 3 d and then reduced by 2 to 3-C per wk to a final
temperature of 20-C. Feed intake was recorded at 14, 21, 35 and 42 d of age by replicate pen.
At 14, 21, 35 and 42 of age, birds were weighed to calculate average daily gain (ADG), and

feed conversion ratio (FCR). Mortality was also recorded.

Sample Collection

At 21 and 42 d of age, 6 broilers from each treatment (1 broiler per replicate) was randomly
selected, weighed and collected from the ulnar vein using syringes and then kept on ice in blood
vials with EDTA as anticoagulant for uric acid (UA) and creatin kinase (CK) measurement.
Posteriorly, birds were euthanized by cervical dislocation. After blood and feather were
removed, then head, feet, abdominal fat, and all of the viscera were further removed to
determine carcass yield and fat abdominal weight. The whole breast muscle (pectoralis major
and pectoralis minor) was weighed to calculate the yield and were immediately stored at 4°C
for meat quality analysis. Gizzard, intestine and liver were collected. Gizzard and intestine
digesta were gently squeezed out for analysis de pH. An intestinal segment of approximately
4-cm-long of jejunum and liver thoroughly cleaned with 0.85% NaCl solution and stored at —
80 °C prior to the measurements. For intestinal morphology a segment of jejunum was taken

and immediately fixed in 10% neutral buffer formalin.



39

Plasma Analysis
Plasma concentrations of uric acid was determined spectrophotometrically using a trinder

reaction. Activity of creatine phosphokinase (CK) was analyzed usig method the IFCC.

Meat Quality

The pH in breast muscle was measured 12 h after slaughter at 2.5 cm below the surface, using
a portable surface pH-meter (pH 8011, Peter Bock Umwelttechnik, Gersfeld, Germany). Three
measurements were performed for each meat sample by placing the electrode onto the meat and

an average pH-value was calculated.

Meat color was determined using a Miniscan spectrocolorimeter (Hunterlab, Reston, VA)
reporting in CIELAB system values of lightness (L #), redness (a#), yellowness (b*). Color was
measured 12 h after slaughter at three points.

Cooked samples of breast muscle was cut into three strips (1 cmx1 cmx3 cm) parallel to the
muscle fiber to measure the shear force. Each strip was measured in duplicate using a Digital

Meat Tenderness Meter (Model C1LM3) and the six values of each sample were averaged.

Redox Status

Samples of intestine and liver of treatments 1,5,10 e 15 were analyzed. Total protein (TP)
quantity in the supernatant of the intestinal and hepatical homogenate was determined using
Bradford’s method (Bradford, 1976). The activity of superoxide dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e glutathione peroxidase (GSH) were determined using the methods of Gao (1998), Aebi
(1984) and Ellman (1959) respectively. The reading was made in an absorbance of 440 nm for
SOD, 240 for CAT and 415 for GSH. The lipid peroxidation (LPO) was determined using the

Jiang’s methods (Jiang 1991), the reading was made in an absorbance of 560 nm.
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Morphology of Small Intestine

Morphology of small intestine histology of the jejunum tissue was studied by light microscope
in accordance with Nunez et al. (1996). The tissues were taken and immediately fixed in 10%
neutral buffer formalin, and then carefully embedded in paraffin. For each specimen, at least 10
sections of 5 pm thickness were prepared. Tissues were then stained with haematoxylin and
eosin for histological evaluation. The morphology of the small intestines in this study included
villous height, crypt depth Measurements of villous height from the tip of the villous to the
villous—crypt junction and crypt depth from the villus—crypt junction to the lower limit of the

crypt were recorded as the mean of 10 fields for each specimen.

Data Analysis

The relative effectiveness of methionine sources was determined using the 99% DL-methionine
as a standard. Data was analysed by ANOVA: Y=u + Bi + eij, with, p=mean, Bi=effect
treatment (n=16) and e=residual error, and probability of error p<0.05 is considered significant.
For determination of the bioefficacy of the test products compared to DL-Met data was analyse
by multiple exponential regression (Little et al. 2008).

For the other parameters, data were checked for normality and homogeneity of variances and
analyzed by ANOVA. Means were separated using Tukey’s Test. All data were analysed within
experiments by two-way analysis of variance with the general linear GLM procedure of SAS

software (2000).
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RESULTS
Growth Performance and Carcass Characteristics
The results of bioefficacy of 99% DL-methionine + organic acid and 88% HMTBA in the
phases 1 to 21 and 22 to 42 days are shown in the Tables 4 and 5, respectively. The initial phase
(1-21d) (Table 4) results for the mean weight gain measures were 112% for DLM + OA and
78% for HTMBA. For feed conversion were 123 % for DLM + OA and 69 % for HTMBA. In
the final phase (21-42) (Table 5) mean weight gain measures were 121% for DLM + OA and
63% for HTMBA and for feed conversion were 173 % for DLM + OA and 51 % for HTMBA.
The exponential curves (Figures 1 - 2) fit the data well for all methionine sources. Neither
dietary Met levels nor source affected carcass relative carcass weight (carcass weight/live
weight), a similar trend was observed on the relative weight of the gizzard. However, increased

dietary Met content reduced the relative abdominal fat content.

pH GIT
Gizzard and gut pH was affected by treatments (Table 6). The pH value of the gizzard and gut

was reduced for supplementation of DLM + AO and HMTBA at 21 and 42 d.

Meat Quality
The Methionine sources and levels did not affect pH and color characteristics of breast muscle.
However, shear force was influenced for methionine levels. Tables 7 and 8 show as treatments

with lower methionine increased the shear force.

Redox Status
As shown in Table 9 and Table 10, no significant changes in total protein concentration were

observed, on the other, the LPO was increased in the basal group in the liver and gut at 21 and
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42 d GSH contents in gut were higher at 21 d in the DLM and DLM + AO group, however, at
42 the GSH levels of DLM + AO and HMTBA were significantly increased. In liver at 21 and
42 d GSH content was reduced in the basal group as compared to the all sources.

SOD activity were observed significantly lower in the basal group than methionine sources at
21 dingutand at 42 d ingut and liver. At 21 and 42 d of age, the activities of CAT in the liver
and gut were reduced in the basal group compared to those in the methionine supplementations

group, but there were no significant changes in methionine sources.

Plasma Analysis

At 21 d of age, no statistically significant effects of methionine supplementation were observed
for plasma UA concentration (Table 11). However, higher activity of CK was observed in the
basal group. At 42 d the plasma UA concentration was elevated in birds supplemented with
DLM + AO and HMTBA compared with broilers without supplementation. Furthermore,
chickens supplemented with HMTBA, DLM + AO and DLM were characterized by lower CK

plasma activity compared with chickens the basal group.

Intestinal Morphology

Histology of jejunum was measured over time (Table 12). On 21 d, birds fed a diet
supplemented with DLM or DLM + AO had greater villus height-crypt depth ratio compared
with birds fed a diet supplemented with HMTBA and basal group. On the other hand, at 42 d,
birds fed a diet supplemented with DLM + AO and HMTBA had greater villus height and villus

height-crypt depth ratio compared with chicks fed the basal group.
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DISCUSSION

The present data consistently demonstrated that bioefficacy of liquid HMTBA relative to DLM
was, on average, 70,3% which is very close to 69% shown for Zelenka et al. (2013) and 68%
Lemme et al. (2002). In all levels of supplementation below or higher of TSAA requirements,
HMTBA-fed animals showed lower performance than DLM and DLM + AO. The physiological
reasons for incomplete use of HMTBA was showed for Lingens and Molnar (1996) and
Saunderson (1991) using radiolabeled Methionine sources indicated a significantly lower
absorption of HMTBA compared to DLM, due to the presence of no monomeric forms which

are poorly absorbed by chicken intestine.

The use of organic acid increased the bioefficacy differences between DL-methionine and
HMTBA throughout the all rearing phases. According to Papatisiros et al. (2013), organic acids
ameliorate the conditions of the GIT through the reduction of pH, promoting proteolytic enzyme
activity, increases in the absorption and utilization of amino acids, consequently improving bird

performance.

Body fat deposition can be influenced for many factors such genetic, environmental conditions
and composition nutrition of diets. Summers et al. (1992) showed that the level and balance of
TSAA have a significant effect on feed intake, thereby influencing weight gain and carcass
composition. Additionally, Zhan et al. (2006) reported that methionine supplementation
decreased abdominal fat content. They found that supplementation with methionine
significantly increased the contents of creatine and free carnitine in the liver, the activity of

hormone-sensitive lipase in abdominal fat Therefore, the decrease in abdominal fat may be due
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to increased carnitine synthesis in the liver and hormone-sensitive lipase activity in abdominal

fat.

Organic acids probably assist the digestive process of chickens by decreasing the pH of the
GIT, and promoting peptic activity and protein digestion. In this study, HMTBA and organic
acid supplementation in diet reduced GTI pH. According Dittoe et al. (2018) lower pH create a
stimulating the growth of beneficial bacteria (production SCFAs - acid lactic), and by being

bacteriostatic and bactericidal to pathogenic bacteria, improving intestinal health.

It was unexpected that there were no significant differences in colour and pH characteristics of
breast muscle between the different methionine levels. In contrast to previous studies (Conde-
Aguilera et al., 2016; Wen et al., 2017;), no effect on the colour e pH could be observed by
methionine source or concentration. The reason for the discrepancy among these studies is
unclear. In terms of meat quality methionine source influence, no difference was found in this

study, which was in agreement with the data of Albrecht et al. (2017).

In this study, the shear force of breast muscles was affected by the levels methionine
supplementation. Lower levels of supplementation showed a higher shear force. Our finding
was agreeing with the data of Conde-Aguilera et al., (2016) who reported that broilers fed the
TSAA-deficient diets showed increased in the hydroxyproline (OH-Pro) and hydroxylysine
(OH-Lys) content (good indicators of collagen content) in breast muscles which consequently

increased shear force.

In the current study, we found that methionine deficiency led to intestinal oxidative damage in

broilers (increased lipid peroxidation). Those results indicated that some beneficial effects of
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Methionine on the growth and development of the birds might be attributed to its antioxidative
function. On the other hand, the lowest peroxidation in the jejunum at 42 days in DLM + AO
and HTMBA treatments may be due to indirectly mitigating or eliminating pathogens by

decreasing pH in the GIT (Dittoe et al.,2018).

GSH plays a primary role and is regarded as an early biological marker of oxidative stress
(Gagliano et al., 2006). Luminal GSH, is derive from dietary intake and biliary output (Ballatori
and Rebbeor, 1998). In our study, the GSH activity were significantly reduced by the
methionine deficient. One possible explanation for the better GSH activity in DLM and DLM
+ AO treatments compared with HMTBA at 21 d could be the direct conversion to Cysteine
and synthesis of GSH in GIT. Besides, L-Met itself is an efficient reactive oxygen species
scavenger and serves as an important antioxidant under physiological conditions (Levine et al.,

1996; Luo and Levine, 2009).

In this study, the activities of SOD and CAT, which antioxidant enzymes considered to be the
first line of cellular defense against oxidative damage (Ferreccio et al., 1998), decreased in the
Met-deficient group. However, based on CAT and SOD activity, there were no statistical
differences between DL-HMTBA and DLM-supplemented chickens except for a towards lower
SOD activity for DL-HMTBA chicken at 21d. Nevertheless, it must be considered that SOD is

only one of the many ROS-scavenging enzymes besides catalase and GSH-recycling enzymes.

Determination of plasma CK is used as an indicator for muscle cell membrane integrity
(Sandercock et al., 2001). Thus, increased on plasma CK activity in methionine deficient

chicken indicate oxidative stress and consequently muscle damage (Kuttappan et al., 2013).
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The increased CK activity in DLM treatment at 42 d may be associated with lower levels of

hepatic GSH.

Broilers deficient in methionine showed similar plasma levels of uric acid at 21 d compared to
supplemented chickens. however, a higher lipid peroxidation was observed in these birds. Thus,
amino acid imbalance would resulted in increased uric acid production in the liver of chick
methionine deficient (Donsbough et al., 2010). Lower plasmatic levels of uric acid in
methionine deficient broilers at 42 d can would resulted of low feed intake and protein synthesis

rate.

The morphology data supported that all sources of Met had beneficial effects on GTI
development compared with basal group. The improving of Villus Height/Crypt Depth ratio at
21 d in DLM and DLM + AO due that L-Met directly stimulates cell proliferation and/or cell
number as a precursor of protein synthesis, high derivatives of such as taurine or glutathione
which is an antioxidant, protect villous from damage caused by oxidative stress in the small
intestines (Shoveller et al., 2005). Moreover, Zhag et al., (2018) reported that birds showed
limitations in conversion of D-HMTBA into L-Met because of low D-2-hydroxy acid
dehydrogenase (D-HADH) activity compared to L-2-hydroxy acid oxidase (L-HAOX) and D-
amino acid oxidase (D-AAOX). At 42 d DLM + AO and HTMBA treatments showed better
Villus Height/Crypt Depth ratio. This result may be due HMTBA and acid organic has broader
antimicrobial activities and can be used to inhibit pathogenic bacterial contamination and

promoting benefical bacteria growth improving intestinal development (Poosuwan et al. 2007).

In conclusion, these results suggest that DLM and HMTBA improve performance but do not

have the same bioavailability due to its different biochemical pathways. In this study, the



47

relative bioavailability values of HTMBA compared with that of DL-methionine was 70% to
performance. Met deficiency results in a decrease of antioxidant enzyme activities, lower
activity, and enhancement of lipid peroxidation, which consequently induce oxidative damage
in the intestinal mucosa and result in cellular death in the intestine of broilers. Finally, the use

of organic acid favored DLM, increasing its bioefficacy.
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APPENDIX

Table 1 - Composition of basal diet and maximum level of every source of methionine for
phase 1 (1-21 days)

99%DL-Met

Basal 99%DL-Met OA 88% HMTBA
Ingredients, kg/ton Treat 1 Treat 2-6 Treat 7-11 Treat 12-16
Corn 7,8% 564.890 565.730 565.730 565.730
Soybean Meal 46% 362.160 362.160 362.160 362.160
Vegetal oil 31.710 31.710 31.710 31.710
Salt 5.060 5.060 5.060 5.060
Dicalcium phosphate 20% 9.770 9.770 9.770 9.770
Limetone 10.910 10.910 10.910 10.910
L-Thr, 98% 0.280 0.278 0.278 0.278
L-Lys, 54,6% 2.610 2.610 2.610 2.610
DL-Met, 99% - 3.535 -- -
DL-Met OA, 99% - - 3.535 -
HMTBA, 88% - - - 3.977
Kaolin (Inert) 10.000 6,470 2,500 6.030
Organic acid (Lactic) - - 3.977 -
Vit/Min/Bac/Salino 2.600 2.600 2.600 2.600
Phytase 0,010 0,010 0,010 0,010
Total 1,000 1,000 1,000 1,000
Nutrients, %
AME (kcal/kg) 3,050 3,050 3,050 3,050
CP 215 215 215 215
Lys, Dig 1.190 1.190 1.190 1.190
Met+Cys, Digestible 0.585 0.935 0.935 0.935
M+C/Lys 0.491 0.785 0.785 0.785
Na 0.22 0.22 0.22 0.22
Ca 0.85 0.85 0.85 0.85
NPP 0.43 0.43 0.43 0.43

1Supplied per kg of diet : Vit. A 12,000 IU, Vit. D3 2,400 IU, Vit. E 40 mg, Vit. K 31.8 mg, Vit. B1 2.5 mg, Vit. B2 4.0 mg,
Vit.B6 2.0 mg, Vit. B12 15 pg, Biotin 60 pg, Niacin 30 mg, Folacin 1.8 mg, Selenium 0.3 mg, Fe 80 mg, Zn 70 mg, Mn 70
mg, | 1 mg, Cu 10 mg,Salinomicin, 12%.

*Inert used to methionine supplementation.
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Table 2 - Composition of basal diet and maximum level of every source of methionine for
phase 2 (22-42 days)

99% DL-Met

Basal 99%DL-Met OA 88% HMTBA
Ingredients, kg/ton Treatl Treat 2-6 Treat 7-11 Treat 12-16
Corn 7,8% 614.750 614.750 614.750 614.750
Soybean Meal 46% 310.940 310.940 310.940 310.940
Vegetal oil 38.200 38.200 38.200 38.200
Salt 5.080 5.080 5.080 5.080
Dicalcium phosphate 20% 7.670 7.670 7.670 7.670
Limetone 9.750 9.750 9.750 9.750
L-Thr,98% 0.5300 0.530 0.530 0.530
L-Lys, 54.6% 1.357 1.357 1.357 1.357
DL-Met, 99% - 3.535 -- -
DL-Met, 99% - - 3.535 -
HMTBA, 88% - - - 3.977
Caolin (Inert) 9,590 6.070 1.640 5.570
Organic acid (Lactic) - - 3.977 -
Vit/Min/Bac/Salinomicin 2.600 2.600 2.600 2.600
Phytase 0.010 0.010 0.010 0.010
Total 1,000 1,000 1,000 1,000
Nutrients, %
AME (kcal/kg) 3,150 3,150 3,150 3,150
CP 19.5 19.5 195 195
Lys, Dig 1.0 1.0 1.0 1.0
Met+Cys, Digestible 0.539 0.889 0.889 0.889
M+C/Lys 0.539 0.889 0.889 0.889
Na 0.220 0.220 0.220 0.220
Ca 0.750 0.750 0.750 0.750
NPP 0.380 0.380 0.380 0.380

ISupplied per kg of diet :Vit. A 12.000 U, Vit. D3 2400 IU, Vit. E 40 mg, Vit. K 31,8 mg, Vit. B1 2,5 mg, Vit. B2 4,0 mg,
Vit.B6 2,0 mg, Vit. B12 15 g, Biotina 60 pg, Niacin 30 mg, Folacin 1,8 mg, Selenium 0.3 mg, Fe 80 mg, Zn 70 mg, Mn 70
mg, | 1 mg, Cu 10 mg, Salinomicin, 12%.

*Inert used to methionine supplementation.
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Table 3 Experimental design of birds, and methionine supplementation levels in the diets from
1 to 42 days of age.

Treat.  Addition Addition Addition  Replicates Birds per replicates
DL-Met DL-Met + HMTBA Floor pens
OAP
1 NC? --- 6 17
2 0.0505% 6 17
3 0.1010% 6 17
4 0.1515% 6 17
5 0.3030% 6 17
6 0.3535% 6 17
7 0.0505% + 0.0568 6 17
8 0.100% + 0.1136 6 17
9 --- 0.150% + 0.1704 6 17
10 0.300% + 0.3409 6 17
11 --- 0.350% + 0.3977 6 17
12 0.0568% 6 17
13 --- 0.1136% 6 17
14 --- 0.1704% 6 17
15 0.3409% 6 17
16 --- 0.3977% 6 17

aNC = Negative control diet deficient in SID Met+Cys

®OA = Organic acid = Lactic acid (2-hydroxpropionic) with a pKa of 3.68

Table 4 — Multiple Exponential regression of weight gain and feed conversion rate of broilers
supplemented with different sources.

Y = b0 +b1*(1-exp(-(b2*X1)+(b2*b3*X2)+(b2*ba*X3))))

Weight Gaindltod 21

b SE 95% Conf. Lim. Bioefficacy r2
Basal 0.7838 0.0101 0.7637 0.8039 -
DLM 14.5809 1.5118 11.5779 17.5838 100% 87%
DLM + OA 1.1252 0.1293 0.8683 1.3822 112%
HMTBA 0.7801 0.0847 0.6119 0.9483 78%

Feed Conversion Rate d1 to d 21

b SE 95% Conf. Lim. Bioefficacy r2
Basal 1.4914 0.0104 1.4707 1.512 -
DLM 9.6761 1.1123 7.4666 11.8857 100% 8704
DLM + OA 1.2257 0.13 0.9673 1.484 123%
HMTBA 0.6948 0.0697 0.5563 0.8333 69%
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Table 5 — Multiple Exponential regression of weight gain and feed conversion rate of broilers
supplemented with different sources.

Y = b0 +h1*(L-exp(-(02*X1)+(b2*b3*X2)+(b2*b4*X3))))

Weight Gain d 22 to d 42

b SE 95% Conf. Lim.  Bioefficacy r2
Basal 1.9446 0.0207 1.9034  1.9857 -
DLM 9.0348 1.2466 6.5585  11.511 100% 84%
DLM + OA 1.212 0.1468 0.9203  1.5037 121%
HMTBA 0.6304 0.0724 0.4866  0.7742 63%

Feed Conversion Rate d 22 to d 42

b SE 95% Conf. Lim.  Bioefficacy r2
Basal 1.9078 0.0186 1.8708  1.9447 -
DLM 13.2188 2.0359 9.1748  17.2628 100% 78%
DLM + OA 0.9382 0.1432 0.6536  1.2227 173%
HMTBA 0.4644 0.0671 0.3312  0.5976 51%

Table 6 — Effects sources and levels methionine on pH of gizzard and small intestine of broilers

21 and 42Day
Treatments Guizzard Small intestine

21D 42D 21D 42D
1 (BD) 321a 3,6la 6,83 a 6,74 a
5 (DLM) 2,96 a 3,02b 6,76 a 6,52 a
10 (DLM+AQO) 2,17 b 2,49 ¢ 591b 580b
15(HMTBA) 2,26 b 2,39¢ 6,09 b 5,86 b
EPM 4,01 5,72 5,31 4,25

CVv 5,20 4,30 5,90 3,84

Valor de P <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

a—Cc Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
1. BD = basal diet; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AO = 0.30% DL-Met + 0.34% Lactic Acid HMTBA=

Methionine Hydroxy Analogue
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Treatments pH L A b SF

1 5,95 62,57 0,84 8,83 3,40 a

2 5,97 64,77 0,30 9,42 2,95 ab

3 5,89 64,9 0,57 9,66 2,84 ab

4 6,02 63,01 -0,08 9,28 2,86 ab

5 5,96 62,09 -0,18 8,04 1,71 b

6 6,01 59,8 -0,01 769 1,64Db

7 6,01 62,01 0,24 8,6 2,91 ab

8 6,10 60,91 0,15 7,68 2,60 ab

9 5,83 65,62 0,60 10,79 2,05 ab

10 5,95 62,3 0,45 9,72 1,59

11 5,85 61,45 0,42 8,82 151D

12 5,92 64,05 0,76 9,88 2,39 ab

13 5,91 60,27 1,01 6,79 1,36 b

14 6,02 63,01 0,89 7,64 2,14 ab

15 6,01 61,99 0,16 7,64 1,52Db

16 5,78 60,97 0,84 8,46 1,40 b

SEM 0,111 0,594 0,796 0,536 1,74

CcVv 23,44 3,93 59,14 21,52 15,97
Valor de P 0,489 0,198 0,710 0,545 <0,05

Means within a column with different superscripts differ significantly at P < 0.05;n =6

1L = = lightness, a* = redness, b= = yellowness, SF = Shear Force

Table 8 — Effects sources and levels methionine on breast meat quality of broilers (42D)

Treatments pH L a b SF

1 5,71 53,74 7,14 18,24 6,22 a

2 5,84 51,72 6,18 17,25 4,95b

3 5,79 52,31 6,69 19,18 4,55b

4 5,81 50,63 6,72 16,95 3,94 bc

5 5,77 52,79 6,20 18,11 3,253 ¢

6 5,71 50,33 6,96 19,08 3,99 bc

7 5,80 47,70 7,78 17,46 526D

8 5,73 51,10 6,46 17,93 4,63 b

9 5,82 53,13 7,29 19,51 4,01 bc

10 5,79 50,88 8,25 20,14 3,79 bc

11 5,78 51,86 7,05 19,00 6,50 a

12 5,78 49,81 7,61 17,86 516b

13 5,73 51,62 7,10 17,99 3,97 bc

14 5,74 52,94 6,73 18,24 4,87b

15 5,76 49,38 6,61 18,23 3,40 c

16 5,76 51,37 6,05 18,57 3,04 c

SEM 0,072 0,536 0,796 0,945 4,14

CVv 1,53 4,96 14,07 8,91 15,55
Valor de P 0,139 0,381 0,355 0,659 <0,05

Means within a column with different superscripts differ significantly at P < 0.05; n = 6.
1L # = lightness, a* = redness, b* = yellowness, SF = Shear Force
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Total Protein LPO [hidroperéxids] GSH SOD CAT
(nmol. min-1.mg of protein- (nmol.min-1.mg proteins-
Treatments (mg/mL) (ng/g of tissue) (U/mg protein) 1)
Gut  Liver Gut Liver Gut Liver Gut Liver Gut Liver
1 (BD) 2,43 4,00 57,20 a 47,28 a 396,32¢c 514,82b 1427,20b  1561,15¢ 32,35b 197,07 b
5 (DLM) 2,90 4,05 34,57 b 26,80 b 656,55a 884,38a 2160,50a  2480,24 a 39,09 a 435,12 a
10 (DLM+AO) 2,45 4,05 36,73 b 24,89 b 691,72a 877,19a 2181,74a 2321,49a 45,46 a 443,15 a
15(HMTBA) 1,83 4,00 40,18 b 29,99 b 584,51b 87453a 199494a 1993,31b 38,95 a 405,22 a
SEM 0,57 0,42 5,52 2,98 64,2 139,08 389,28 227,53 4,81 33,51
CVv 24,22 17,74 11,73 14,40 10,21 9,08 21,44 14,55 15,14 12,68
Valor de P 0,639 0,776 <0,05 <0,05 <0,05 <0,01 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

a—C Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
1. LPO = Lipid Peroxidation; GSH = glutathione; SOD = Superoxide Dismutase; CAT = Catalase

2. BD =basal diet; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AO = 0.30% DL-Met + 0.34% Lactic Acid HMTBA= Methionine Hydroxy Analogue.
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Table 10 — Effects sources and levels methionine on redox status of gut and liver of broilers (42D)

Total Protein LPO [hidroperéxids] GSH SOD CAT
(nmol. min-1.mg of (nmol.min-1.mg proteins-
Treatments (mg/mL) protein-1) (ng/g of tissue) (U/mg protein) 1)
Gut Liver Gut Liver Gut Liver Gut Liver Gut Liver
1 (BD) 2,54 4,29 58,40 a 45,89 a 327,48c  529,07b 152491b  139834b  51,92b 230,46 b
5 (DLM) 1,23 3,60 41,45b 29,15 Db 454,68 b 765,19a 2193,09a 1954,99a 87,76a 448,14 a
10 (DLM+AQ) 2,99 3,91 31,85¢ 28,79 b 521,43a  846,88a 224578a 197795a 83,84a 441,00 a
15(HMTBA) 2,36 4,11 29,82 ¢ 27,76 b 547,38a  863,58a 223530a 2082,15a 91,69a 498,05 a
SEM 0,65 0,21 9,55 4,22 53,15 40,57 102,43 98,07 12,97 23,17
CVv 49,77 8,97 11,28 12,58 13,51 12,39 13,29 12,36 15,06 14,38
Valor de P 0,3418 0,1901 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

a—C Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
1. LPO = Lipid Peroxidation; GSH = glutathione; SOD = Superoxide Dismutase; CAT = Catalase
2. BD =basal diet; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AO = 0.30% DL-Met + 0.34% Lactic Acid HMTBA= Methionine Hydroxy Analogue



59

Table 11 — Plasma Uric Acid (UA) and Creatine Kinase (CK) levels of Broilers 21 — 42 D

CK (U/L) 21
Treatments UA (mg/dl) 21 D D UA(mg/dl)42D CK (U/L)42D

1 (BD) 13,13 16,49a 8,84b 81,35a

5 (DLM) 11,01 4,450 13,75a 62,57b

10 (DLM+AOQ) 10,48 3,28b 14,54a 41,18c
15(HMTBA) 11.92 5,81b 13,48a 48,41c
Cv 4,54 4,07 2,86 12,94

SEM 1,30 2,04 0,52 7,15

P valor 0,126 <0,01 <0,05 <0,05

a—c Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).

1. A.U = Uric Acid CK = Creatine kinase

2. BD = basal diet; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AQO = 0.30% DL-Met + 0.34% Lactic Acid

HMTBA= Methionine Hydroxy Analogue.

Table 12 — Effects sources and levels methionine on the morphology of jejunum of broilers

21 d of age 42 d of age
Villus: Crypt Villus
Treatments Villus Height Crypt Depth Ratio Height  Crypt Depth  Villus: Crypt
(Lm) (Lm) (LmM/pm) (Lm) (1m) Ratio (pm/pm)
1 (BD) 1024 c 291 a 3,52¢ 713 ¢ 229 311c
5 (DLM) 1198 a 270 b 4,44 a 857 b 235 3,64Db
10 (DLM+AOQ) 1228 a 273 b 4,49 a 1003 a 231 4,34 a
15(HMTBA) 1125 Db 274 b 4,10 b 982 a 224 4,38 a
CVv 9,78 10,74 5,89 8,76 5,58 9,74
SEM 4,41 5,72 6,55 4,25 4,93 571
P valor <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 0,087 <0,05

a—Cc Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
1. BD = basal diet; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AO = 0.30% DL-Met + 0.34% Lactic Acid HMTBA=

Methionine Hydroxy Analogue.
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ABSTRACT

This study was conducted to test the effects of supplemental DLM + AO and HTMBA on redox
status, gut development, growth performance and meat quality of broiler chickens compared
with DL-Met. A total of 1632 male 1-d-old Coob 500 chickens were weighed and randomly
allotted to 16 treatments for 42 d, including a basal diet (BD) without industrial methionine

supplementation or a basal diet that was supplemented with five DLM or DLM + AO or
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HTMBA levels (0.05; 0.10; 0.15; 0.30; 0.35 %). Performance, redox status (liver-gut), plasma
Uric Acid (PUA) and Creatine Kinase (CK), intestine pH and morphology were measured.
Bioefficacy of HMTBA was 70% and use of organic acid favored DLM increasing its
bioefficacy (121%). Shear force had increased in chicks fed a diet BD and methionine deficient.
Chicks fed a diet supplemented with any Met source had increased (P < 0.05) GSH, CAT, SOD
activity and reduced (P < 0.05) lipid peroxidation compared with chicks fed the BD. On 21d
DLM and DLM + AO had greater (P < 0.05) villus height:crypt depth ratio compared with
chicks fed HMTBA. However at 42 d, chicks fed a diet supplemented with HMTBA and DLM
+ AO had greater (P < 0.05) villus height:crypt depth. On the other hand, HMTBA and DLM +
AO supplementation decreased (P < 0.05) pH in gizzard and jejunum. At 21 and 42 d CK
plasma activity declined (P < 0.05) in chicks fed any methionine source. Nevertheless, on 42 d
HMTBA and DLM + AO CK activity was lower compared with DLM source. PUA on 42 d
was increased in chicks with all methionine sources. Considering together all of the studied
parameters, the relative bioavailability of HTMBA and DLM + AO was 70% and 121%
respectively compared to the DLM. Supplementation of Met served a better performance, redox
status and development of the gut of chicks compared with BD diet. Finally, the use of organic
acid favored DLM, increasing its bioefficacy.

Key Words: Bioefficacy, Sulfur Amino Acid, Organic Acid

INTRODUCAO

A metionina (MET) é um aminoéacido essencial e o primeiro limitante em dietas comerciais de
milho e farelo de soja em frangos de corte. Dessa forma, € necessaria a suplementacdo de Met
industrial com a finalidade de atender os requisitos de aminoacidos sulfurados totais (TSAA)

desta espécie (Dozier e Mercier, 2013), ja que esse aminoacido estd envolvido na sintese
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proteica, na doacdo do radical metil e na formagéo de substancias como creatinina, poliaminas,

epinefring, cistina, entre outras (Nukreaw et al., 2011; Bunchasak, 2009; Rubin et al., 2007).

A MET € o Unico aminoacido obtido por sintese quimica, resultando em uma mistura racémica
das formas D e L (Agostini et al., 2015); por outro lado, atualmente existem varias formas de
suplementacdo do aminoacido disponiveis comercialmente. No entanto, as fontes mormente
suplementadas na industria avicola sdo DL-metionina (DLM) e DL-2- hidroxi-4- (metil) acido

butandico (HMBA) (Vazquez-Afion et al., 2017).

Embora esses compostos sejam fornecedores de L-Met para as aves sdo quimicamente
diferentes, uma vez que o HMTBA age como um acido orgéanico até ser absorvido e possui um
grupo hidroxila no carbono assimétrico, enquanto a DLM tem um grupo amino. Tais diferencas
quimicas resultam em diferencas substanciais na absorc¢ao, no metabolismo e na transformacéo

do fornecimento de L-Met ao animal (Dibner, 2003; Zhang et al. 2015).

Atualmente, ainda existe controvérsia sobre a biodisponibilidade relativa das diferentes fontes
de metionina. Huyghebaert et al. (1993) concluiram que a biodisponibilidade era do 64% em
relacdo a DL-metionina, enquanto Sangali et al. (2015) observaram que biodisponibilidade de
HMBA foi de 42% em comparacdo com o DLM. Sabe-se que o acido organico melhora as
condicdes do trato gastrointestinal (TGI) por meio da reducéo do pH do TGI, aumentando a
digestibilidade dos nutrientes, estimulando a atividade enzimatica digestiva e o crescimento de
bactérias benéficas (Papatisiros et al. 2013). Portanto, o efeito duplo (fonte Met e acido
organico) do HMTBA poderia promover o desempenho de crescimento e boas condi¢cdes do

trato gastrointestinal (Kaewtapee et al. 2016).
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Em estudos anteriores, a bioeficacia do HMTBA em comparacdo com DL-metionina foi
amplamente documentada (Sauer et al., 2008; Sangali et al., 2015). No entanto, o efeito do pH
da dieta e do sistema de criacdo sobre a bioeficAcia da metionina permanecem pouco
documentados. Assim, o objetivo do presente estudo foi determinar a substituicdo efetiva das
fontes de 99% DL-Metionina + &cido organico e 88% de acido 2-hidroxi-4-metiltio-butandico
liquido (HMTBA) em comparagdo com 99% de DL-metionina em frangos de corte machos

criados em gaiolas recebendo dietas isoprotonicas a base de milho e farelo de soja.

MATERIAL E METODOS

Dietas, Delineamento Experimental

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de bioética da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Em um total de 768 frangos da linhagem Cobb, 500 foram comprados em um
nascedouro comercial no qual foram vacinados contra a doenca de Marek e criados durante um
periodo de 1 para 42 dias de idade em gaiolas de metabolismo (75 x 63 x 45). Os pintos foram
divididos em 16 tratamentos com 6 repeticdes (8 aves cada gaiola). As dietas foram formuladas
de acordo com o Rostagno et al. (2017) para todos os nutrientes, exceto para metionina +
cisteina nas fases de 1-21 dias (Tabela 1) e 22-42 dias (Tabela 2). Trés fontes de metionina
(DL-metionina 99%, DL-metionina 99% + 4&cido organico e HMTBA 88%) foram
suplementadas em cinco niveis (0,05; 0,10; 0,15; 0,30; 0,35), além de um tratamento basal sem
suplementacdo de metionina (Tabela 3). As dietas foram formuladas a base de milho e farelo
de soja em ambas as fases, variando apenas 0s niveis de metionina + cisteina digestivel e as
fontes de metionina. O pH das dietas foi determinado usando 10 g de racdo em 90 ml de 4gua

destilada, usando NaOH na titulacdo. Dessa forma, os pH dos tratamentos 7-11 foram
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equalizados aos pH dos tratamentos 12-16, com a inclusdo de acido lactico nos tratamentos 7

ao 11.

Todas as gaiolas estavam equipadas com comedouro de canal e bebedouros tipo nipple. Durante
todo o periodo experimental, as aves receberam racdo e &gua, ad libitum e foram criadas
seguindo as recomendacdes de iluminacdo, de temperatura, de umidade e de manejo,
especificadas no Guia de Manejo de COBB-VANTRESS. O consumo de racdo, o ganho de
peso e a conversdo alimentar (FCR) foram registrados aos 14, 21, 35 e 42 dias de idade por

meio de caneta replicadora. A mortalidade foi registrada diariamente, quando necessario.

Coleta de amostras

Aos 21 e 42 dias de idade, para avaliacdo hematologica de creatina quinase e &cido drico, seis
frangos de cada tratamento (um frango por repeticdo) foram selecionados aleatoriamente,
pesados e coletados via veia ulnar usando seringas O sangue coletado foi armazenado em tubos
de sangue com EDTA e mantidos em gelo. Posteriormente, as aves foram eutanasiadas por
luxacdo cervical, sendo que as penas, a cabeca, 0s pés, a gordura abdominal, o sangue e as
visceras, foram removidos para determinar o rendimento de carcaca e o0 peso abdominal da
gordura. Os musculos do peito (peitoral maior e peitoral menor) foram pesados para calcular o
rendimento e imediatamente armazenados a 4°C para analise posterior de qualidade da carne.
A moela, o intestino e o figado foram coletados. Logo depois, o contetdo da moela e do
intestino delgado foram coletados para analise de pH da digesta. Um segmento intestinal de
aproximadamente 4 cm de comprimento de jejuno e figado foram cuidadosamente limpados
com solucéo de NaCl a 0,85% e armazenado a —80°C. Para a morfologia intestinal foi retirado

um segmento de jejuno e fixado imediatamente em formalina a 10%.
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Anélise de Plasma
As concentracbes plasmaticas de 4&cido Urico foram determinadas por meio do
espectrofotdmetro usando uma reagéo triturante. A atividade da creatina fosfoquinase (CK) foi

analisada utilizando o método IFCC.

Qualidade da carne

O pH no masculo do peito foi medido 12 h apds o abate a 2,5 cm abaixo da superficie, utilizando
um medidor portétil de pH de superficie (pH 8011, Peter Bock Umwelttechnik, Gersfeld,
Alemanha). Trés mensuragGes em diferentes pontos foram realizadas para cada amostra de

carne.

A cor da carne foi determinada usando um colorimetro Miniscan (Hunterlab, Reston, VA)
relatando nos valores do sistema CIELAB de luminosidade (L =), indice de vermelho (a *), e
indice de amarelo (b *). A cor foi mensurada 12 h ap0s o abate em trés pontos diferentes.

Posteriormente, amostras cozinhadas de masculo do peito foram cortadas em trés tiras (1 cm x
1 cm x 3 cm) paralelas a fibra muscular para medir a forca de cisalhamento. Cada tira foi
analisada em duplicata usando um Digital Meat Tenderness Meter (Modelo C1LM3) e a média

dos seis valores de cada amostra foi calculada.

Status Redox

Amostras do intestino e do figado dos tratamentos 1, 5, 10 e 15 foram analisadas. A quantidade
de proteina total (TP) foi determinada usando o método de Bradford (Bradford, 1976). Niveis
de superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH) foram
determinados pelos métodos de Gao (1998), Aebi (1984) e Ellman (1959), respectivamente. A

leitura foi feita em absorbancia de 440 nm para SOD, 240 nm para CAT e 415 nm para GSH.
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A peroxidagdo lipidica (LPO) foi determinada usando os métodos de Jiang (Jiang 1991), a

leitura foi feita em uma absorbancia de 560 nm.

Morfologia de Intestino

A histomorfometria de intestino (jejuno) foi avaliada por microscopia de luz de acordo com o
método apresentado por Nunez et al. (1996). Apos o abate, uma porcao do intestino foi retirada
e fixada em formalina a 10%; posteriormente, os tecidos foram cuidadosamente embebidos em
parafina e cortados pelo menos em seis sec¢des de 5 um de espessura. Em seguida, as amostras
foram coradas com hematoxilina e eosina para avaliagéo histologica. A morfologia do intestino
delgado, neste estudo, incluiu a altura das vilosidades, a profundidade da cripta e a relacéo
cripta/vilo. As medidas da altura das vilosidades da ponta da vilosidade a juncéo vilosidade-
cripta e a profundidade da cripta da juncdo vilo-cripta ao limite inferior da cripta foram

registradas como a média de 10 campos para cada amostra.

Anélises Estatisticas

A eficécia relativa das fontes de metionina foi determinada usando 99% de DL-metionina como
padrdo. Os dados foram analisados por ANOVA: Y = 4 + Bi + eij, com g = média, Bi =
tratamento de efeito (n = 16) e e = erro residual; a probabilidade de erro p <0,05 é considerada
significativa. Para determinacdo da bioeficacia das fontes testadas em comparacdo com 0S

dados de DLM foi analisada por regressao exponencial multipla.

Para os outros parametros avaliados, os dados foram verificados quanto a normalidade e
homogeneidade das variancias e analisados pela ANOVA. As médias foram separadas usando
0 teste de Tukey. Todos os dados foram analisados em experimentos por analise de variancia

bidirecional com o procedimento GLM linear geral do software SAS (2000).
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RESULTADOS

Desempenho e Rendimento de Carcacga

Os resultados da bioeficacia de 99% de DL-metionina + &cido orgéanico e 88% de HMTBA nas
fases 1 a 21 e 22 a 42 dias sdo apresentados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Na fase inicial
(1-21d) (Tabela 4), a bioeficéacia para ganho de peso foi de 107% para DLM + AO e 50% para
HMTBA. Para converséo alimentar foram 151% para DLM + AO e 58% para HMTBA. Na
fase final (22-42) (Tabela 5), a bioeficacia para de ganho de peso foi de 149% para DLM + AO
e 39% para HMTBA, ja as medias para conversao alimentar foram 173% para DLM + AO e
51% para HMTBA. As curvas exponenciais (Figuras 1 - 2) ajustam bem os dados para todas as
fontes de metionina. N&o foram observadas diferencas significativas das fontes sobre o peso

de carcaca relativo (peso de carcaca / peso vivo).

pH TGI
O pH da moela e do intestino foram influenciados pelos tratamentos (Tabela 6). O valor de pH

da moela e do jejuno foi menor nos tratamentos DLM + AO e HMTBA aos 21 e 42 dias.

Qualidade da carne

As fontes e os diferentes niveis de metionina ndo influenciaram significativamente as
caracteristicas de pH e cor do masculo do peito. Por outro lado, a forca de cisalhamento foi
influenciada pelos niveis de metionina. As Tabelas 7 e 8 mostram como 0s peitos dos animais
gue ndo receberam suplementacao de metionina aumentaram a forca de cisalhamento aos 21 e

42 dias.
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Status Redox

Né&o foram evidenciados efeitos significativos na concentragdo de proteina total em nenhuma
das fases (Tabela 9 e na Tabela 10). Por outro lado, a LPO em figado e intestino aumentou
significativamente aos 21 e 42 dias no grupo basal. As concentracdes hepaticas e intestinais de
GSH, CAT e SOD foram reduzidas significativamente nas aves que ndo receberam

suplementacdo de nenhuma fonte de metionina.

Analises Plasmaticas

Aos 21 e 42 dias de idade, ndo foram observados efeitos estatisticamente significativos (>0,05)
da suplementacdo de metionina para a concentracdo plasmatica de acido Urico (Tabela 11). No
entanto, as concentracdes plasmaticas de CK foram influenciadas significativamente. Aos 21
dias as aves suplementadas com DLM e DLM + AO apresentaram 0Ss menores hiveis quando
comparadas com os tratamentos HMTBA e BD. Ja aos 42 dias a atividade plasmatica de CK

foram reduzidas nas aves que foram suplementadas por qualquer fonte de metionina.

Morfologia Intestinal

Os dados para morfologia intestinal sdo apresentados na Tabela 12. No dia 21, as aves
alimentadas com uma dieta suplementada com DLM ou DLM + AO apresentaram maior
relacdo vilo/cripta quando comparadas com aves alimentadas com uma dieta suplementada com
HMTBA e grupo basal. No entanto, aos 42 dias, as aves suplementadas com qualquer fonte de
MET com DLM, DLM + AO e HMTBA apresentaram maior relacdo vilo/cripta em relacdo aos

frangos que ndo receberam nenhuma suplementacdo de metionina.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que a bioeficacia da HMTBA em
frangos de corte criados em gaiolas sem o desafio da cama no periodo de 1 a 42 dias foi de 58,8
% em relacdo a DLM (Figura 3). Os dados anteriores concordam com 0s expostos por Sauer et
al. (2008) que demostraram, ap6s um estudo de metanalise, que a HMTBA apresenta uma
menor bioeficacia quando comparada com a DLM metionina em base equimolar. Igualmente,
Zelenka et al. (2013) e Payne et al., (2006) observaram um coeficiente de 68% e 57%,
respectivamente, na bioeficacia de HMTBA ao ser comparada com a DLM. Uma das raz6es
fisiologicas para o uso incompleto de HMTBA foi mostrado para Lingens e Molnar (1996) e
Saunderson (1991): ao usarem fontes de Met radiomarcadas, observaram uma absor¢édo
significativamente menor de HMTBA comparado a DLM devido a presenca oligbmeros os
quais, segundo 0s autores, sdo pouco absorvidos pelo intestino do frango. No entanto, Martin-
Venegas et al. (2006) apos um estudo in vivo em frangos de corte concluiram que os oligdmeros
presentes na HMTBA séo hidrolisados por enzimas presentes no intestino para posteriormente
serem absorvidos. Porém, os autores ndo conseguiram identificar se a totalidade dos oligdmeros

foram hidrolisadas e absorvidas pelo intestino.

O uso de acido organico aumentou as diferencas de bioeficacia entre DLM e HMTBA ao longo
de todas as fases de criacdo (Figura 1). Segundo Geraert et al. (2005) e Papatisiros et al. (2013),
os acidos organicos melhoram as condicGes do TGI através da reducdo do pH, promovendo
atividade enzimatica, aumento na absorcdo e utilizacdo de aminoéacidos, atividades

antimicrobianas e, consequentemente, melhorando a saude intestinal.
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A deposicdo de gordura corporal pode ser influenciada por muitos fatores, como condigdes
genéticas, ambientais e composicdo nutricional das dietas. Summers et al. (1992) mostraram
que o nivel e o balanco de TSAA tem um efeito significativo no consumo de racédo,
influenciando, assim, o ganho de peso e a composicdo da carcaca. Além disso, Zhan et al.
(2006) relataram que a suplementacéo de metionina diminuiu o contetdo de gordura abdominal.
Os autores descobriram que a suplementacdo com metionina aumentou significativamente o
contetido de creatina e carnitina livre no figado a atividade da lipase sensivel a horménio na
gordura abdominal. Portanto, a diminuicdo na gordura abdominal pode ser devido ao aumento
da sintese de carnitina no figado e sensivel ao horménio atividade da lipase na gordura

abdominal.

Os parametros avaliados para qualidade de carne ndo foram influenciados pelas diferentes
fontes de Met (>0,05). Nossos resultados concordam com os encontrados por Albrecht et al.
(2019) e Murawska et al., (2018), que ndo reportaram diferencas significativas nas
caracteristicas de cor e pH de frangos de corte e perus suplementados com DLM e HMTBA.
Outrossim, 0s autores observaram efeitos nos diferentes niveis de suplementacédo sobre o pH e
a cor do peito, discordando com os dados obtidos neste experimento. A razdo para a

discrepancia entre esses estudos nao € clara.

Neste estudo, a forca de cisalhamento do peito foi influenciada. As aves que ndo foram
suplementadas (tratamento basal) apresentaram maior forca de cisalhamento. Nosso estudo
concorda com os dados de Conde-Aguilera et al. (2016) que relataram que frangos alimentados
com dietas deficientes em TSAA mostraram aumento no teor de hidroxiprolina (OH-Pro) e
hidroxilisina (OH-Lys) (bons indicadores de contetdo de colageno) nos musculos do peito que,

por sua vez, aumentam a forga de cisalhamento.
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No presente estudo foi observado como a deficiéncia de metionina aumentou a incidéncia da
peroxidacgdo lipidica e reduziu a atividade da GSH, CAT e SOD. A GSH é considerada a
principal molécula antioxidante do organismo e sua atividade pode ser usada como um
marcador biolégico de estresse oxidativo (Gagliano et al., 2006). Neste experimento, a
atividade da GSH foi significativamente reduzida pela deficiéncia de metionina em figado e
intestino aos 21 e 42 dias. Sabe-se que a GSH € sintetizada a partir de aminoacidos tais como a
glicina, &cido glutdmico e a cisteina, a qual é sintetizada pelo processo de transulfuracdo da

metionina.

A determinacdo da CK plasmaética é usada como um indicador para a integridade da membrana
da celula muscular (Sandercock et al., 2001). Assim, 0 aumento da atividade plasmética da CK
em frangos deficientes em metionina indica estresse oxidativo e, consequentemente, dano
muscular (Kuttappan et al., 2013). O aumento da atividade da CK no tratamento com HMTBA
aos 21 dias pode estar associado a baixa bioeficacia ou transformacéo dos precursores de Met

na sua forma biologicamente ativa.

As concentracdes plasmaticas de acido urico ndo apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos em nenhuma fase do experimento. O aumento nos niveis de acido Urico no grupo
de aves deficientes em metionina pode ser devido ao desequilibrio de aminoacidico resultando
no aumento da producdo de &cido Urico para posteriormente serem excretados (Donsbough et
al., 2010). Por outro lado, Machin et al. (2004) concluiram que 0 aumento nos niveis de acido
arico em aves submetidas a dietas deficientes em metionina € um mecanismo compensatorio,
que tem por finalidade diminuir o estresse oxidativo causado pela deficiéncia na sintese de

enzimas, como a GSH.
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Os dados morfoldgicos confirmaram que todas as fontes de Met tiveram efeitos benéficos no
desenvolvimento de TGl em comparacdo com o grupo basal. A melhoria na relagéo Vilo /
Cripta aos 21 dias nas aves que foram suplementadas com DLM ou DLM + AO, pode ser devido
ao fornecimento imediato de L-Met, ja que estimula diretamente a proliferacéo celular, a sintese
proteica e a formacdo de potentes antioxidantes — como a taurina ou GSH, por exemplo — que
protegem as vilosidades dos danos causados pelo estresse oxidativo no intestino delgado
(Showveller et al., 2005). Além disso, Zhag et al. (2018) relataram que as aves apresentaram
limitagdes na conversdo de D-HMTBA em L-Met devido a baixa atividade de D-2-hidroxi
acido desidrogenase (D-HADH) em comparagdo com L-2-hidroxi acido oxidase (L-HAOX) e
D-aminoé&cido oxidase (D-AAOX). Aos 42 dias todas as aves suplementadas com metionina
exibiram melhor relacdo Vilo / Cripta. Esse resultado pode ser devido ao amadurecimento do
sistema enzimatico encarregado da transformacdo D-HMTBA e L-HMTBA em L-Metionina.
Ademais, a natureza acida da HMTBA inibe a contaminagéo bacteriana patogénica e promove
o crescimento de bactérias benéficas, melhorando o desenvolvimento intestinal (Vazquez-Afon

et al. 2017).

Os resultados demostram que DLM e HMTBA possuem a capacidade de melhorar o
desempenho das aves. No entanto, DLM e DLM + AO exibiram uma maior bioeficacia quando
comparadas com HMTBA representada em melhores ganhos de peso e conversdo alimentar.
Neste estudo, a bioeficacia relativa de HTMBA comparados com os da DL-metionina foi de
58%. Por outro lado, pode-se concluir que a deficiéncia de Met produz uma reducdo na
atividade de enzimas antioxidantes e um aumento na peroxidacdo lipidica, prejudicando o
desenvolvimento de érgéos, tais como o intestino. Por Gltimo, o uso do &cido organico (acido

lactico) aumentou a bioeficacia da DLM.
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APENDICE

Tabela 1 — Composicao basal de dietas e maximo dos niveis de cada fonte de metionina na fase
1 (1-21 dias)

99%DL-Met

Basal 99%DL-Met OA 88% HMTBA
Ingredientes, kg/ton Tto 1 Tto 2-6 Tto 7-11 Tto 12-16
Milho 7,8% 564.890 565.730 565.730 565.730
Farelo soja 46% 362.160 362.160 362.160 362.160
Oléo 31.710 31.710 31.710 31.710
Sal 5.060 5.060 5.060 5.060
Fosfato bicélcico 20% 9.770 9.770 9.770 9.770
Calcario 10.910 10.910 10.910 10.910
L-Treonina, 98% 0.280 0.278 0.278 0.278
L-Lisina, 54,6% 2.610 2.610 2.610 2.610
DL-Metionina, 99% - 3.535 -- -
DL-Metionina , 99% - - 3.535 -
HMTBA, 88% - - - 3.977
Caolin (Inerte) 10.000 6,470 2,500 6.030
Acido Organico (LActico) - - 3.977 -
Vit/Min/Bac/Salino 2.600 2.600 2.600 2.600
Fitase 0,010 0,010 0,010 0,010
Total 1,000 1,000 1,000 1,000
Nutrientes, %
AME (kcal/kg) 3,050 3,050 3,050 3,050
CP 215 215 21.5 21.5
Lys, Dig 1.190 1.190 1.190 1.190
Met+Cys, Digestible 0.585 0.935 0.935 0.935
M+C/Lys 0.491 0.785 0.785 0.785
Na 0.22 0.22 0.22 0.22
Ca 0.85 0.85 0.85 0.85
NPP 0.43 0.43 0.43 0.43

ISupplied per kg of diet : Vit. A 12,000 IU, Vit. D3 2,400 IU, Vit. E 40 mg, Vit. K 31.8 mg, Vit. B1 2.5 mg, Vit. B2 4.0 mg,
Vit.B6 2.0 mg, Vit. B12 15 pg, Biotin 60 pg, Niacin 30 mg, Folacin 1.8 mg, Selenium 0.3 mg, Fe 80 mg, Zn 70 mg, Mn 70
mg, | 1 mg, Cu 10 mg,Salinomicin, 12%.

*Inert used to methionine supplementation.
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Tabela 2. Composicéo basal de dietas e maximo dos niveis de cada fonte de metionina na fase
2 (22-42 dias)

99% DL-Met

Basal 99%DL-Met OA 88% HMTBA
Ingredientes, kg/ton Treatl Treat 2-6 Treat 7-11 Treat 12-16
Milho 7,8% 614.750 614.750 614.750 614.750
Farelo soja 46% 310.940 310.940 310.940 310.940
Oleo 38.200 38.200 38.200 38.200
Sal 5.080 5.080 5.080 5.080
Fosfato bicélcico 20% 7.670 7.670 7.670 7.670
Calcério 9.750 9.750 9.750 9.750
L-Treonina,98% 0.5300 0.530 0.530 0.530
L-Lisina, 54,6% 1.357 1.357 1.357 1.357
DL-Metionina, 99% - 3.535 -- -
DL-Metionina, 99% - - 3.535 -
HMTBA, 88% - - - 3.977
Caolin (Inerte) 9,590 6.070 1.640 5.570
Acido Organico (LActico) - - 3.977 -
Vit/Min/Bac/Salinomicina 2.600 2.600 2.600 2.600
Fitase 0.010 0.010 0.010 0.010
Total 1,000 1,000 1,000 1,000
Nutrientes, %
AME (kcal/kg) 3,150 3,150 3,150 3,150
Ccp 195 195 19.5 19.5
Lys, Dig 1.0 1.0 1.0 1.0
Met+Cys, Digestible 0.539 0.889 0.889 0.889
M+C/Lys 0.539 0.889 0.889 0.889
Na 0.220 0.220 0.220 0.220
Ca 0.750 0.750 0.750 0.750
NPP 0.380 0.380 0.380 0.380

Supplied per kg of diet :Vit. A 12.000 IU, Vit. D3 2400 IU, Vit. E 40 mg, Vit. K 31,8 mg, Vit. B1 2,5 mg, Vit. B2 4,0 mg,
Vit.B6 2,0 mg, Vit. B12 15 g, Biotina 60 pg, Niacin 30 mg, Folacin 1,8 mg, Selenium 0.3 mg, Fe 80 mg, Zn 70 mg, Mn 70
mg, | 1 mg, Cu 10 mg, Salinomicin, 12%.

*Inert used to methionine supplementation.
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Tabela 3. Desenho experimental de aves e diferentes niveis de suplementacdo em dietas de 1-
42 dias de idade.

Trat. DL-Met DL-Met + HMTBA  Repeticdes Aves Por
OAP Repeticéo

1 NC? 6 17

2 0.0505% 6 17

3 0.1010% 6 17

4 0.1515% 6 17

5 0.3030% 6 17

6 0.3535% 6 17

7 0.0505% + 0.0568 6 17

8 0.100% + 0.1136 6 17

9 0.150% + 0.1704 6 17

10 0.300% + 0.3409 6 17

11 0.350% + 0.3977 6 17

12 0.0568% 6 17

13 0.1136% 6 17

14 0.1704% 6 17

15 0.3409% 6 17

16 0.3977% 6 17

%CN = Control Negativo dieta deficiente en SID Met+Cys
®AQ = Acido Organico = Acido Léctico (2-hydroxpropionic) con pKa de 3.68

Tabela 4 — Regresséo exponencial multipla do ganho de peso e conversdo alimentar em frangos
alimentados com diferentes fontes de metionina.

Y = b0 +b1*(1-exp(-(b2*X1)+(b2*b3*X2)+(b2*ba*X3))))

Ganho de Peso 21d

b SE 95% Conf. Lim. Bioeficacia r2
Basal 0.7571 0.0139  0.7295 0.7847 -
bl 0.2158 0.0144  0.1871 0.2444 -
DLM 13.7003 2.4324  8.8685 18.532 100% 72%
DLM+AO 1.0679 0.1979  0.6748 1.461 107%
HMTBA 0.5045 0.0867  0.3323 0.676 50%

Conversao Alimentar 21d

b SE 95% Conf. Lim. Bioeficacia r2
Basal 1.674 0.0226  1.6291 1.719 -
bl -0.4074 0.0235 -0.454 -0.3608 -
DLM 12.6261 1.8637  8.9241 16.3281 100% 78%
DLM+AO 1.5074 0.2513  1.0083 2.0065 151%

HMTBA 0.5758 0.0835  0.4099 0.7418 58%
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Tabela 5 — Regressdo exponencial multipla do ganho de peso e conversao alimentar em frangos
alimentados com diferentes fontes de metionina

Y = b0 +h1*(L-exp(-(02*X1)+(b2*b3*X2)+(b2*b4*X3))))

Ganho Peso 22 a 42d

b SE 95% Conf. Lim. Bioeficacia r2
Basal 1.8273 0.0291 1.7694 1.8852 -
bl 0.3107 0.0306 0.25 0.3714 -
DLM 16.3538 4.1936 8.0238 24.6838 100% 56%
DLM+AO 1.49 0.4786 0.5392 2.4407 149%
HMTBA 0.3908 0.1022 0.1877 0.5939 39%

Conversao Alimentar 22 a 42d

b SE 95% Conf. Lim. Bioeficacia r2
Basal 1.9129 0.0205 1.8721 1.9537 -
bl -0.3151 0.0213 -0.3575 -0.2727 -
DLM 14.0728 2.4048 9.296 18.8496 100% 72%
DLM+AO 1.7279 0.3712 0.9906 2.4652 173%
HMTBA 0.5145 0.089 0.3377 0.6913 51%

Tabela 6 — Efeitos das fontes e niveis de metionina no pH da moela e intestino delgado em
frangos de corte aos 21 e 42 dias

Moela ID
Tratamentos

21D 42D 21D 42D
1(BD) 3,0la 3,27 a 6,64 a 6,44 a
5(DLM) 2,892 2,93a 6,44 a 6,12 ab
10 (DLM+AO) 557 2,25b 572b 577b
15(HMTBA) 214 b 2,21b 5,99 b 592b

EPM 3,91 4,18 511 4,95

CV 4,37 4,03 5,40 4,62
Valor de P <0.05 <0,05 <0,05 <0,05

a—c Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
1. DB = dieta basal; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AO = 0.30% DL-Met + 0.34% &cido lactico HMTBA=

Metionina Hidroxianaloga
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Tabela 7 — Efeitos das fontes e niveis de metionina na qualidade de carne em frangos de corte

aos 21 dias.
Tratamentos pH L a b FC

1 5,87 66,81 0,26 9,28 352a

2 5,94 63,53 0,12 6,91 349a

3 5,87 64,11 0,11 7,59 2,59 ab

4 6,00 66,24 0,02 8,84 2,07b

) 5,77 62,73 -0,54 7,07 1,89 b

6 5,82 62,71 0,08 8,04 1,94 b

7 5,95 65,12 0,05 8,6 2,47 ab

8 5,89 63,72 -0,24 7,43 2,63 ab

9 5,98 64,12 0,28 7,75 1,99 b

10 5,80 62,92 0,23 8,24 1,82 b

11 5,82 51,86 -0,11 8,18 1,79b

12 5,91 64,60 0,48 7,99 2,79 ab

13 5,92 63,90 0,38 7,88 2,55 ab

14 5,88 63,67 -0,01 7,05 2,56 ab

15 5,72 63,63 0,17 8,34 1,74 b

16 5,95 62,49 -1,05 6,54 1,87 b
EPM 0,121 0,977 0,3234 0,622 2,165
Ccv 2,51 2,64 13,4 13,79 19,60
Valor de P 0,6303 0,1423 0,2281 0,2475 <0,05

Means within a column with different superscripts differ significantly at P < 0.05; n = 6.
1L = luminosidade, a* = teor vermelho, b= = teor de amarelo, FC = Forca de cisalhamento
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Tabela 8 — Efeitos das fontes e niveis de metionina na qualidade de carne em frangos de corte

aos 42 Dias
Tratamentos pH L a b FC

1 5,68 50,76 6,96 17,66 501la

2 5,67 52,05 7,25 19,09 3,66 ab

3 5,70 49,97 7,43 17,59 3,76 ab

4 5,69 50,57 5,86 16,57 3,03b

) 5,72 51,46 6,47 18,52 3,82b

6 5,68 52,74 6,44 20,70 2,74 b

7 5,75 49,70 7,32 18,38 3,59 ab

8 5,69 50,87 6,75 18,11 3,02b

9 5,75 49,06 7,20 18,04 3,07b

10 5,73 49,54 7,32 18,73 2,94 b

11 5,72 48,17 7,34 18,20 2,86 b

12 5,64 50,66 7,18 17,23 3,83 ab

13 5,78 48,75 7,38 17,97 3,44 ab

14 5,76 48,36 8,17 18,71 2,97 b

15 5,77 50,74 6,06 18,67 3.15b

16 5,83 50,18 7,26 17,94 2,88 b

EPM 0,065 2,338 0,906 0,977 4,51

Ccv 1,39 5,70 15,80 9,27 19,32
Valor de P 0,3502 0,8263 0,6502 0,6128 <0,05

Means within a column with different superscripts differ significantly at P < 0.05; n = 6.
1L = luminosidade, a= = teor vermelho, b = teor de amarelo, FC = Forca de cisalhamento



Tabela 9 — Efeitos das fontes e niveis de metionina no status redox do intestino e figado em frangos de corte (21D)
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Proteina Total LPO [hidroperéxidos] GSH SOD CAT
(nmol. min-1.mg de protein- (nmol.min-1.mg
Tratamento (mg/mL) 1) (1g/g de tecido) (U/mg proteina) proteinas-1)
Intestino Figado Intestino Figado Intestino Figado Intestino Figado Intestino Figado
1 (BD) 3,39 4,64 39,81a 29,98 a 420,49 b 695,01b 1381,93b 1204,17b 32,92b 150,37 b
5 (DLM) 3,58 4,29 24,74 b 25,60 ab 669,21a  1062,09a 1926,54a 2449,39a 44,55a 407,39 a
10 (DLM+AO) 2,10 4,21 24,03 b 21,73 Db 668,99a  1020,76 a 2223,01a 2359,40a 44,58 a 430,47 a
15 (HMTBA 1,76 4,17 33,13 ab 24,96 ab 572,72ab 894,63ab 1864,96a 2396,02a 42,85a 330,99 ab
SEM 0,58 0,48 1,74 1,11 15,31 47,43 161,18 125,03 3,04 24,60
CVv 37,35 19,39 10,19 7,55 4,36 8,94 14,70 14,91 9,79 12,45
Valor de P 0,1427 0,8955 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
a—c Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
1. LPO = Perioxidacdo lipidica; GSH = glutationa peroxidase; SOD = Superdxido Dismutase; CAT = Catalase
2. DB = dieta basal; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AO = 0.30% DL-Met + 0.34% &cido lactico HMTBA= Metionina Hidroxianaloga
Tabela 10 — Efeitos das fontes e niveis de metionina no status redox do intestino e figado em frangos de corte (42D)
Proteina Total LPO [hidroperoxidos] GSH SOD CAT
(nmol. min-1.mg de (nmol.min-1.mg
Tratamento (mg/mL) protein-1) (ug/g de tecido) (U/mg proteina) proteinas-1)
Intestino  Figado Intestino Figado Intestino Figado  Intestino Figado Intestino Figado
1 (BD) 3,12 3,97 43,21 a 41,34a 506,80b 711,10b 1605,91b  145590b 46,56 b 186,87 b
5 (DLM) 3,63 2,78 26,29 b 32,09b 78357a 1027,37a 2028,40a 2382,89a 73,34 a 417,97 a
10 (DLM+AOQ) 2,52 4,29 26,01 b 32,47b 851,09a 1282,12a 2188,17a 2551,28a 74,13 a 408,54 a
15 (HMTBA 4,80 3,10 25,43 b 31,78b  855,22a 121395a 2113,15a 2538,39a 71,30 a 399,86 a
SEM 0,67 0,87 1,65 1,71 22,46 60,58 60,51 367,62 4,78 55,49
CVv 33,31 42,95 9,50 8,59 5,26 10,40 5,09 27,59 11,10 24,44
Valor de P 0,1885 0,5978 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

a—Cc Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
1. LPO = Perioxidacéo lipidica; GSH = glutationa peroxidase; SOD = Superdxido Dismutase; CAT = Catalase
2. DB = dieta basal; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AO = 0.30% DL-Met + 0.34% acido lactico HMTBA= Metionina Hidroxianaloga
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Tabela 11 — Acido Urico (UA) e Creatin Kinase (CK) niveis em frangos de corte 21 — 42 D

Tratamentos UA(mg/dl)21D CK(U/L)21D UA(mg/dl)42D CK (U/L)42D

1 (BD) 9,38 15,15 a 7,28 82,07 a
5 (DLM) 10,55 334c 5,93 41,88 b
10 (DLM+AO) 9,21 3,59 ¢ 6,93 39,36 b
15(HMTBA) 8,98 9,65 b 7,05 43,18 b
cVv 24,08 38,04 18,96 36,37

SEM 0,93 1,23 0,52 3,76

P valor 0,6519 <0,05 0,3082 <0,05

a—c Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).

1. A.U = Acido Urico CK = Creatin kinase

2. DB = dieta basal; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AO = 0.30% DL-Met + 0.34% &cido lactico, HMTBA=
Metionina Hidroxianaloga

Tabela 12 — Efeitos das fontes e niveis de metionina na morfologia jejuno em frangos de corte

21d 42 d
Relacéo
Tratamentos  Alturado Profundidade Relacdo Cripta Alturado Profundidade  Cripta
Vilo de Cripta Vilo Vilo de Cripta Vilo
(Hm) (Lm) (LmM/pm) (Lm) (Lm) (LmM/pm)
1 (BD) 1091 c 282 b 3,87¢c 783 ¢ 215 3,64b
5 (DLM) 1242 a 261 a 4,76 a 997 b 213 4,68 a
10
(DLM+AQ) 1287 a 265 a 4,86 a 1104 a 225 491 a
15(HMTBA) 1163 b 268 a 4,34 b 1076 ab 224 4,80 a
CVv 9,78 10,74 5,89 8,76 5,58 9,74
SEM 4,41 5,72 6,55 4,25 4,93 571
P valor <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 0,087 <0,05
a—c Means in the same column with different superscripts differ (P < 0.05).
1.DB =dieta basal; DLM = 0.30 % DI-Met; DLM+AO = 0.30% DL-Met + 0.34% acido lactico HMTBA=

Metionina Hidroxianaloga
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Figure 1. Exponential Regression - Feed Conversion and Body Weight at 21 Days.
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Figure 2. Exponential Regression - Feed Conversion and Body Weight at 42 Days.
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