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RESUMO

MINAFRA, Cibele Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2007. Producao
e suplementacio com oa-amilase de Cryptococcus flavus e Aspergillus niger HM2003
na dieta de frangos de corte de um a 21 dias de idade. Orientador: George Henrique
Kling de Moraes. Co-Orientadores: Jos¢ Henrique Stringhini, Cirano José Ulhoa, Maria
Goret de Almeida Oliveira e Tania Toledo de Almeida.

A suplementacdo da enzima a-amilase ¢ importante para desenvolvimento do pancreas
e para digestdo do amido resistente em aves. Produziu-se extrato contendo a-amilase com
Cryptococcus flavus com meio do extrato de levedura comercial ¢ ragao pré-inicial e com
Aspergillus niger HM2003 com meio de proteina de soja e amido comercial. A a-amilase do
Cryptococcus flavus foi caracterizada apresentando boa estabilidade em pH (3,0 a 9,0) com
80% de rendimento e temperatura (30 a 70°C) com rendimento de 90% para aplicagdo na
racdo e resistir ao trato gastrintestinal sem perda de atividade. A avaliagdo in vitro de ragdes
com enzimas apresentou pela dosagem com agucar redutor (0,300 pmol), amilase (9,0 U/mL)
e proteina soluvel (15 mg), com acdo enzimatica potencializada em rag¢des pré-iniciais. Foram
utilizados 360 pintos de corte, de um dia, machos, Cobb, de um a 21 dias, e peso médio inicial
de 50,0 g, criados em baterias. O delineamento experimental inteiramente casualizado foi
adotado, com ou sem a-amilase produzida por Cryptococcus flavus e Aspergillus niger
HM2003, consistindo de trés tratamentos para a fase pré-inicial e trés para a fase inicial com
cinco repeticdes de 12 aves cada. Os tratamentos consistiram de dietas a base de milho e
farelo de soja, nos periodos pré-inicial (1 a 7 dias) e inicial (8 a 21 dias). Os animais
receberam dietas e agua a vontade nos dois periodos experimentais. Nao foram observados
efeitos significativos (P<0,05) para desempenho. Houve maior retencdo de nitrogénio na fase
pré-inicial com a-amilase de Aspergillus niger HM2003. Nao houve efeito significativo
(P>0,05) da viscosidade da digesta e da ragdo para os tratamentos. A a-amilase afetou o
metabolismo do figado e do pancreas, pois reduziu o peso relativo do pancreas aos sete e 21
dias em 17,02% e 23,61%, respectivamente, e do figado aos 21 dias em 20,94%. A atividade
da enzima amilase no pancreas diminuiu 5,23% aos sete dias para fase pré-inicial e 17,45%
aos 21 dias para fase inicial. No figado, aos sete e 21 dias, para fases pré-inicial e inicial, os
valores ndo foram significativos para: concentracdo de proteina (1,80 e 1,41 g/dL), glutamato-
oxaloacetato transaminase (229,57 e 199,82 UI/L) e glutamato-piruvato transaminase ( 71,82
e 63,83 UI/L). A atividade da fosfatase alcalina foi significativa aos sete dias, com menor

valor na ragdo sem suplementacdo amilase (227,36 UI/L), e aos 21 dias ndo houve diferenga
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significativa (261,77 UI/L). Na fase pré-inicial apresentaram os seguintes valores
significativos para os parametros sangiiineos, aos sete dias de idade: calcio (6,90 e 5,99
mg/dL), fésforo (4,76 e 6,24 mmol/L), cloro (124,43 e 141,49 mmol/L), proteina plasmatica
(2,0 e 2,50 g/dL). Os parametros nao significativos aos sete dias foram: potassio (6,35
mmol/L), atividade enzimatica da fosfatase alcalina (974,77 UI/L) e amilase (563,89 U/dL).
Na fase inicial aos 21 dias os resultados significativos foram: fésforo (4,98 e 4,99 mmol/L),
proteina plasmatica (2,97 e 3,12 g/dL). Os parametros ndo significativos foram: célcio
(5,69mg/dL), cloro (133,34 mmol/L), atividade enzimatica da fosfatase alcalina (966,90 UI/L)
e amilase (560,20 U/dL). Estes resultados serdo usados como referéncia para a comunidade
cientifica, pois ainda ndo sdo conhecidos valores no soro para ragdes contendo suplementagdo

exdgena de a-amilase.
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ABSTRACT

MINAFRA, Cibele Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2001. Production
and supplementation of a-amylase from Cryptococcus flavus e Aspergillus niger
HM2003 in broiler diets to one and 21 days of age. Adviser: George Henrique Kling de
Moraes. Co-Advisers: José Henrique Stringhini, Cirano José Ulhoa, Maria Goret de
Almeida Oliveira and Tania Toledo de Almeida.

The a-amylase supplementation is important to pancreas development and for resistant
starch for poultry. a-amylase extract obtained from Cryptococcus flavus was produced in a
yeast extract based medium and pre-starter broiler ration and Aspergillus niger HM2003, with
soybean protein and commercial starch. o-amylase from Cryptococcus flavus was
characterized and presented good stability in pH (3,0 a 8,0) with 80% produce and
temperature (30 a 70°C) with produce 90% to be used in commercial rations and resist to
gastrointestinal tract without lost of activity. Evaluation in vitro of rations with enzymes
showed good results by reducing sugars analysis (0,300 umol), a-amylase (9,0U/mL) and
soluble protein (15 mg), with potential enzymatic action in pre-starter ration. A total of 360
one-day-old male broiler chicks Cobb, from one to 21 days, and mean starter weight of 50g,
raised in heated batteries and allotted in a completely randomized design with presence or
absence of a-amylase produced by Cryptococcus flavus and Aspergillus niger HM2003,
consisting of three treatment for pre-starter ration and three for starter ration with five
replicates of 12 birds each. Rations were based on corn and soybean meal, in pre-starter phase
(1 to 7 days of age) and starter phase (8 to 21 days). Animals received diets and water ad
libitum in all experimental period. No significative effects (P<0.05) were observed for
performance. Nitrogen retention was higher in pre-starter phase with Aspergillus niger
HM?2003 a-amylase supplementation. No significative effects were observed for digesta and
ration viscosity for treatments. The a-amylase supplementation affected liver and pancreas
metabolism and reduced relative weight at seven and 21 days of age in 17.02% and 23.61%,
respectively, and liver at 21 days in 20.94%. Amylase activity in pancreas reduced 5.23% at
seven days for pre-starter phase and 17.45%at 21 days for starter phase. In liver, at seven and
21 days, for pre-starter and starter, the values didn’t differ significantly for protein
concentration (1.80 and 1.41 g/dL), glutamate-oxalacetate transamimase (229.57and 199.82
UI/L) and glutamate-pyruvate transamimase (71.82 and 63.83 UI/L). The alkaline

phosphatase were significative at seven days, with lower value in ration without amylase
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supplementation (227.36 UI/L) and at 21 days didn’t occurred any statistical difference
(261.77 UI/L). In pre-starter phase the blood parameters observed were at seven days of age:
calcium (6.90 and 5.99mg/dL), phosphorus (4.76 and 6.24 mmol/L), chloride (124.43 and
141.49 mmol/L), and plasma protein (2.0 and 2.5 g/dL). Non-significative parameters at seven
days were: potassium (6.35 mmol/L), alkaline phosphatase activity (974.77 UI/L) and
amylase (563.89 U/dL). In starter phase at 21 days, significative results were: phosphorus
(4.98 and 4.99mmol/L), plasmatic plasmatic (2.97 and 3.12 g/dL). Non-significative
parameters were: calcium (5.69 mg/dL), chloride (133.34 mmol/L), alkaline phosphatase
activity (966.90 UI/L) and amylase (560.20 U/dL). These results can be used as reference for
scientific community, but serum values are not yet well-known for broilers fed rations

containing a-amylase exogenous supplementation.
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1. INTRODUCAO GERAL

Avangos t€m ocorrido na nutricdo avicola nas ultimas décadas e, diante desta
evolugdo, os pesquisadores esforcam-se na busca de alternativas que tornem possivel a
formulagdo de ragdes mais eficientes e econdmicas, uma vez que a alimentagdo constitui o
item de maior custo na produg¢do do frango de corte (COTTA et al., 2002).

GHAZALAH et al. (2005) afirmaram que a suplementa¢do enzimatica melhora o
desempenho animal e permite a reducdo de energia na formulagdo das ragdes animais.
CHOCT (2006) colocou a utilizagao de enzimas, como alternativa para o uso de antibioticos,
promovendo efeitos benéficos de desempenho e saude dos animais.

A biotecnologia tem contribuido com a nutri¢ao, por meio do lancamento de aditivos,
como enzimas, que adicionados as ragdes melhoram a eficiéncia alimentar e a produtividade
das aves (ZANELLA, 2001). Algumas justificativas para estas pesquisas, sdo que as
complementacdes de enzimas endogenas insuficientemente produzidas, o fornecimento as
aves de enzimas que elas ndo conseguem sintetizar, a utilizagdo de ingredientes muitas vezes
disponiveis e de aproveitamento limitado devido a sua composi¢ao quimica ou a presenga de
inibidores nutricionais (FISCHER, 2002; LIMA et al., 2002). Aditivos enzimaticos ndo
possuem fun¢do nutricional direta, mas auxiliam o processo digestivo melhorando a
digestibilidade dos nutrientes presentes na dieta (CAMPESTRINI et al., 2005).

Todas as enzimas empregadas na nutri¢do animal sdo hidrolases, usadas diretamente
como aditivos alimentares para suplementar a atividade digestiva enddgena do animal
hospedeiro, incluindo proteases e amilases. As enzimas atuam na remog¢do dos fatores
antinutricionais, tornando certos nutrientes disponiveis para absor¢ao e também aumentando o
valor energético de ingredientes mais baratos (WALSH et al., 1993).

Recentemente, tem havido maior interesse no emprego de enzimas suplementares nas
dietas avicolas, uma vez que podem tanto melhorar a digestdo/absor¢do de ingredientes
convencionais, como reduzir os efeitos antinutricionais e/ou fornecer a ave uma nova
capacidade de digerir certos componentes da dieta. Enzimas exogenas podem ser derivadas de
fontes animais, vegetais e microbianas. Porém, a maioria provém da fermentagdo de
microorganismos (LIMA et al., 2002).

Os custos no processamento de enzimas impediram o seu uso comercial, mas técnicas

de biologia molecular tornaram sua aplicagdo economicamente viavel (FERKET, 1993).



Reacdes mediadas por enzimas sao alternativas eficazes a métodos quimicos,
geralmente dispendiosos, portanto nota-se que recentemente, as mesmas tém grande utilizacao
em segmentos industriais. As propriedades hidroliticas de enzimas como proteases, amilases e
lipases aplicam-se perfeitamente na alimenta¢do animal.

MORAN Jr. (1995), relatou que os pintos, ao eclodir, ndo dispdem de enzimas
sufieciente que digerem glicidios e lipideos. Eles j& dispdem de proteases, ativadas por
proteinas que entram no trato digestivo ainda durante a fase embrionaria, confirmando o
conceito de estimulo de secre¢do pelo substrato. Em aves jovens, a produ¢do de enzimas
endogenas ¢ menor que nas adultas de modo que a digestibilidade dos alimentos em geral ¢
menor nos animais jovens podendo ser melhoradas pelas enzimas exdgenas. Esta fase é,
portanto, a melhor para utilizag¢do das referidas enzimas.

A suplementag@o contribui para melhoria da digestibilidade dos nutrientes da dieta que
expressa a porcentagem de substancias digeridas ou utilizadas na alimentacdo pelo animal. A
suplementagdo enzimatica reduz a viscosidade intestinal e acelera a velocidade de transito do
alimento pelo intestino (ALMIRALL et al., 1995), melhorando as taxas de crescimento. De
acordo com a sua finalidade, as enzimas usadas em rag¢des animais podem ser classificadas
como: enzimas destinadas a complementar quantitativamente as proprias enzimas digestorias
endogenas dos animais (proteases, amilases, fitases) e enzimas que esses animais ndo podem
sintetizar e/ou sintetizam em pequenas proporgdes (P-glucanases, pentosanas, e o-
galactosidases). Segundo GUENTER (2004), as principais metas da suplementagdo
enzimatica para os animais sdo: remover ou destruir os fatores antinutricionais dos graos;
aumentar a digestibilidade total da ragdo; potencializar a agcdo das enzimas endogenas e
diminuir a polui¢do ambiental causada por nutrientes excretados nas fezes.

A formulacdo de racdo moderna ¢ voltada principalmente para fornecer alimento com
uma densidade de nutriente para se alcangar alto desempenho do animal e a0 mesmo tempo
alcancar custos minimos (COUSINS, 1999).

Conforme ZANELLA et al. (1999), a inclusdo de enzimas digestivas exdgenas nas
dietas de aves reduz a sintese de enzimas endogenas. Em conseqiiéncia, o organismo teria a
disposi¢ao mais aminodcidos para sintese protéica. Em situa¢des normais, aproximadamente
25% das necessidades didrias de nitrogénio podem ser destinadas para sintese de enzimas
enddgenas. Observou-se que ocorreu reducdo de 40% da secrecdo duodenal de tripsina,
quimiotripsina, lipase e a-amilase quando as dietas foram suplementadas com enzimas

exogenas.



ZANELLA (1999) verificou que a suplementacdo de amilase e protease na dieta a
base de milho e soja para frangos de corte, reduziu a sintese destas enzimas endogenas em
23,4 e 35,5%, respectivamente. Supde-se que a secrecdo de enzimas pancreaticas seja afetada
pela concentracdo de enzimas no intestino delgado e/ou substratos ou produtos de hidrolise.

Novas tecnologias, como producao biotecnoldgica de enzimas, sdo constantemente
apresentadas. O intervalo entre desenvolvimento e utilizacdo pratica das inovagdes geralmente
¢ de varios anos. Na primeira etapa, estudos laboratoriais demonstram a potencialidade de
utilizagdo. A segunda etapa envolve a viabilizagdo de uso pratico, com desenvolvimento de
processos industriais economicamente viaveis. As proximas etapas estdo relacionadas a
divulgacdo, comercializagdo e amadurecimento do projeto tecnologico. Atualmente, varios
aditivos biotecnolédgicos t€m sido rotineiramente usados na industria animal. Todavia para ser
adotada, ela necessita ser comprovada cientificamente e testada em condi¢cdes de campo
(FERNANDES & MALAGUIDO, 2007).

Enzimas sdo, em geral, denominadas de acordo com o substrato que atuam. Portanto,
a palavra amilase indica a agdo enzimatica sobre o amido (amilo), que contém dois
polissacarideos: amilose (15-20%) e amilopectina (80-85%) (HARGER, 1982).

Amilase (EC 3.2.1) ¢ uma das varias enzimas responsavel pela degradacdo do amido
(PAQUET et al., 1991). Atuam na hidrolise das moléculas do amido, decompondo-o em
residuos de dextrinas e glicose. Estas enzimas sdo produzidas por diversos fungos, bactérias e
vegetais. Dentre os microorganismos, destacam-se o Cryptococcus flavus e Aspergillus niger
HM2003 por produzirem enzimas termoestaveis e de acdo nos carboidratos das plantas para
auxiliar no processo digestivo.

SPIER (2006) cita que as amilases encontram aplicagdes nas indlstrias téxteis, papel e
celulose, de couro, detergentes, cervejas, bebidas destiladas, panifica¢do, cereais para
alimentacdo infantil, liquefagdo e sacarificagdo do amido, racdo animal, industria de
fermentagdo (vitaminas, aminoacidos, antibioticos), industria quimica e farmacéutica
(BRUCHMANN, 1980; WARD, 1989; QUAGLIA, 1991; LEADLAY, 1993;
WAINWRIGHT, 1995; PANDEY et al., 1999; GUPTA et al., 2003; SURMELY et al., 2003;
TUNGA & TUNGA, 2003; SZAKACS, 2004; PANDEY et al., 2005; SOCCOL et al., 2005).

PANDEY et al. (2005) descrevem que o Aspergillus niger ¢ um bom produtor de a-
amilase. O Aspergillus niger, como sugere seu nome, ¢ um fungo filamentoso negro
comumente denominado como “mofo negro” (WAINWRIGHT, 1995).

O uso de fungos do género Aspergillus niger apresenta algumas vantagens como



facilidade de manipulacao e habilidade de fermentar grande variedade de matérias-primas de
baixo custo. PANDEY et al. (1999) relataram que o Aspergillus niger pode produzir 19 tipos
de enzimas, tais como celulases, xilanase, poligalacturonase, a-galactosidase, a-amilase,
glucoamilase, B-glucosidase, protease acida.

O Cryptococcus flavus é uma levedura isolada do solo do cerrado brasileiro e foi
identificado pelo Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia. PEREIRA
(2002) e WANDERLEY et al. (2004) trabalharam com Cryptococcus flavus para produgéo de
amilase.

PANDEY et al. (2005) se referem ao mercado mundial de enzimas industriais com
valores ao de 1,7 a 2,0 bilhdes de dolares para 2005 e estima-se que a comercializagao
mundial de enzimas amiloliticas movimente aproximadamente 225 milhdes de dolares.

As enzimas, portanto, vém sendo utilizadas como catalisadores em processos
industriais em nivel mundial, implicando no surgimento de um novo campo de estudo e
pesquisa, a biotecnologia enzimatica (PEREIRA, 2002). Esta linha de pesquisa tenta aliar as
vantagens inatas das enzimas — sua especificidade e eficiéncia catalitica — e encontrar
metodologias vidveis que regulem sua instabilidade e reduza os custos de sua produgdo para
aplicacdo na industria de alimentagdo animal.

Neste trabalho, objetivou-se a producdo e suplementagdo com o-amilase de
Cryptococcus flavus e Aspergillus niger HM2003 na dieta de frangos de corte no periodo de

um a 21 dias de idade.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Enzimas

A enzimologia industrial ¢ um importante ramo da biotecnologia. As enzimas
permitem as industrias usarem processos mais econdmicos, diminuindo o consumo de
energia, sendo mais confidveis com menor agressao ao meio ambiente.

As enzimas estdo sendo cada vez mais aplicadas em diferentes setores industriais,
devendo-se, principalmente, a vantagens operacionais como especificidade de reagdo e alta
eficiéncia de conversdo. Ressalta-se, ainda, que as reagdes enzimaticas acontecem,
geralmente, em condi¢des brandas de temperatura e de pH, o que significa, para as industrias,
redugdo nos custos operacionais.

Cada enzima ¢, em algum grau, especifica para certo substrato, apresentando estrutura
espacial adequada para atuar neste substrato. Por exemplo, a o-amilase -catalisa
especificamente e ao acaso a hidrdlise das liga¢des a 1-4 do amido.

A caracteristica distintiva de uma reagdo catalisada enzimaticamente ¢ que ela possui
um ajuste induzido, com dominios cataliticos e ocorre na estrutura molecular da enzima
chamada de sitio ativo. O sitio ativo contém aminoacidos cujas cadeias laterais criam uma
superficie complementar ao substrato, permitindo que as enzimas atuem na ruptura de
determinada ligagdo quimica. O sitio ativo liga-se ao substrato, formando o complexo enzima-
substrato que sera convertido a enzima e produto (NELSON & COX, 2003)

A temperatura € o fator que mais influencia a fun¢do de biomoléculas e a manutencao
das estruturas bioldgicas (GOMES et al., 2007). As enzimas termoestaveis ja t€ém sido usadas
como ferramenta para a Biologia Molecular e surgem como alternativas de interesse em outro
bioprocessos, como sintese organica (proteases, lipases), no setor de diagndstico, no
tratamento de residuos e na produg¢do de racdo animal (HAKI & RAKSHIT, 2003 e
COLOMBATTO et al., 2004). Quando a temperatura aumenta, a velocidade da reagdo
inicialmente aumenta em virtude da energia cinética aumentada das moléculas com o
substrato.

A concentracdo de H' afeta a velocidade das reagdes quimicas. Extremos de pH
podem levar a desnaturagdo das enzimas. Existe o pH 6timo, onde a distribui¢do de cargas
elétricas da molécula da enzima e, em especial do sitio catalitico, é aquele ideal para catalise.

O pH o6timo varia para diferentes enzimas. As amilases diferem bastante quanto a um valor



especifico. Segundo VIHINEN & MANTSALA (1989), o pH 6timo das a-amilases varia de 2
al2.

2.2. Classificacio e importincia econdomica das amilases

O desenvolvimento tecnoldgico atingiu, nas ultimas décadas, dimensdes incalculaveis
e, dentro deste contexto, os processos biotecnologicos industriais merecem destaque especial
(PALMA, 2003).

Um dos principais exemplos de processo biotecnologico industrial, em amplo
desenvolvimento, ¢ a producdao de enzimas. Aquelas produzidas comercialmente, pelas
grandes industrias da 4rea, na maioria dos casos, sdo de origem microbiana devido,
principalmente, & maior diversidade, possivel de ser obtida pelos microrganismos, e as
dificuldades, operacionais e economicas, dos processos de extracdo de enzimas de tecidos
animais ¢ vegetais. Ressalta-se, ainda, que a condugdo dos processos para obtengdo das
enzimas microbianas pode ser controlada, para atender as necessidades do mercado.
Especialmente no Brasil, por suas caracteristicas climaticas, existe abundancia de substratos
nos cultivos microbianos para producdo de enzimas. Além disto, hd grande variedade, e
disponibilidade, de recursos naturais renovaveis, que podem ser transformados,
enzimaticamente, em produtos de maior valor agregado, e de interesse industrial.

As amilases sdo hidrolases capazes de degradar o amido, e seus produtos de hidrolise,
até sacarideos menores. S3o amplamente distribuidas na natureza, encontradas em bactérias,
fungos, plantas e animais. Estdo entre as enzimas mais importantes empregadas na industria,
devido a grande aplicagdo do amido e de seus derivados em processos industriais.

As amilases podem ser classificadas quanto ao seu mecanismo de agdo ou quanto o
tipo de ligacdes que hidrolisam. Quanto ao mecanismo de agdo podem ser classificadas como
endoamilases, que clivam ligacdes glicosidicas ao acaso no interior do polimero, ou
exoamilases, que hidrolisam, sucessivamente, ligagdes glicosidicas a partir da extremidade
nao-redutora da molécula (GUPTA et al., 2003).

As amilases, quanto as ligacdes hidrolisadas, podem ser agrupadas em: (Figura 1).
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Figura 1. Classes de enzimas amiloliticas e respectivos mecanismos de ag@o sobre a molécula

de amido (PRETORIUS et al., 1991).

Glicoamilases (1,4-a-glucano glucanohidrolase, EC 3.2.1.3) sdo exoenzimas que
atuam em ligacdes dos tipos a-1,4 da extremidade ndo-redutora da amilose e amilopectina,
liberando B-D-glicose como produto. Algumas glicoamilases sdo capazes de hidrolisar
também as ligagdes glicosidicas dos tipos a-1,6 e a-1,3 de a-glucanas.

SOCCOL et al. (2005) destacaram que a amiloglucosidase (glucoamilase), na maioria
das vezes, ¢ produzida principalmente por fungos dos géneros Aspergillus sp., Rhizopus sp. e
Endomyces sp. Microrganismos produtores de a-amilase e amiloglucosidase, destacando-se as
espécies dos géneros Aspergillus, Rhizopus, Bacillus que tém sido empregadas em processos
industriais (PANDEY et al., 2005).

a-Amilases (1,4-a-D-glucano glucanohidrolase EC 3.2.1.1) sdo endoenzimas que
hidrolisam de forma aleatoria ligacGes glicosidicas do tipo a-1,4 do amido, liberando
unidades de glicose, maltose, maltotriose, maltopentose e dextrinas de alta massa molecular.
A maioria das o-amilases tem capacidade de contornar as ligagdes do tipo a-1,6 encontradas
nos pontos de ramificacio sem, no entanto, cliva-las. Entretanto, a o-amilase de
Thermoactinomyces vulgaris tem capacidade de hidrolisar tanto ligagdes a-1,4 como a-1,6

(SAKANO et al., 1982).



A maioria das a-amilases ¢ calcio-dependente. Todavia, CORONADO et al. (2000),
estudando Halomonas meridiana, mostraram que ¢, também, dependente de cloreto de sodio.
Segundo BRUCHMANN (1980), tem sido demonstrado que as o-amilases privadas de Ca™
diminuem a atividade. O cdlcio ndo influi somente na atividade da enzima como também
aumenta sua estabilidade frente a trocas de temperatura e de pH.

Estas enzimas sdao produzidas por uma variedade muito grande de organismos,
incluindo bactérias, fungos, leveduras e actinomicetes, entretanto as enzimas derivadas de
fungos e bactérias sao dominantes. Dentre os principais produtores de o-amilases incluem
género Aspergillus e Bacillus (PANDEY et al., 2000).

B-amilases (1,4-a-D-glucano maltohidrolase, EC 3.2.1.2) sdo exoenzimas que clivam
ligagdes glicosidicas, em seqiiéncia, a partir de extremidades ndo-redutoras da amilose,
amilopectina e glicogénio, liberando somente residuos de maltose na forma [(-anomérica,
aumentando rapidamente o poder redutor da solucdo inicial. S3o denominadas também de
amilases sacarificantes, uma vez que as maltoses resultantes sdo facilmente fermentaveis. A
parte ndo degradada do substrato ramificado ¢ denominada de -dextrina limite. Conforme
QUAGLIA (1991), a principal fonte de B-amilase é o extrato de malte, que € proveniente da
cevada ou do trigo germinados. A partir da cevada malteada prepara-se a P-amilase
separando-a da a-amilase por extragdo fracionada. A P-amilase tem pH 6timo entre 4 € 6 e
temperatura 6tima de 30 e 50°C.

Isoamilases (glicogénio 6-glucanohidrolase, EC 3.2.1.68) sdo capazes de hidrolisar
ligacdes do tipo a-1,6 de amilopectina, glicogénio, dextrinas ramificadas e alguns
oligossacarideos. A isoamilase diferencia-se da pululanase porque ndo hidrolisa o pululano
(polimero de maltotriose unidas pela extremidade por ligagdes o-1,6 glicosidicas) como
citado por LEE & WHELAN (1971).

Pululanases (a-dextrinas 6-glucohidrolase, EC 3.2.1.41) clivam as liga¢des do tipo a-
1,6 nos pontos de ramificagdo do amido e amilopectina, fazendo a conversao em moléculas de
amilose, que possuem somente ligagdes do tipo a-1,4. Também sdo capazes de atuar nas
ligagdes a-1,6 da pululana, que por sua vez, sdo separadas por trés_ligagcdes glicosidicas do
tipo a-1,4, liberando moléculas de maltotriose. As enzimas amiloliticas desramificantes sdo
utilizadas na elucidagdo da estrutura do amido e oligossacarideos relacionados e usadas em
combina¢do com as enzimas glicoamilases e B-amilases na producdo industrial de glicose e

maltose a partir de amido, respectivamente. Microrganismos termofilicos tém sido produtores



de pulananase como cita ERRA-PUJADA et al. (2001), que utilizaram o Thermococcus
hydrothermalis.

Ciclodextrina Glicosiltransferases (EC 2.4.1.19) sdo enzimas que hidrolisam o amido
formando estruturas circulares denominadas de ciclodextrinas unidas por ligagdes glicosidicas
do tipo a-1,4. Estes anéis podem ser constituidos por 6, 7 ¢ 8 unidades de glicose, sendo
chamados de a, B, e y-ciclodextrinas, respectivamente. MAZONI et al. (2000), isolaram
Bacillus firmus, produtor de CGTase com alta atividade, de solo brasileiro. Outras fontes
também sdo citadas por FOGARTY & KELLY (1990) tais como: Bacillus 382, Bacillus sp.
1011, Bacillus circulans, Bacillus macerans, Bacillus megaterium, Bacillus ohbensis, Bacillus
stearothermophilus, Klebsiella pneumoniae M5al, Micrococcus sp.

Outras enzimas classificadas dentro do grupo da amilase, mas que sdo pouco relatadas
na literatura sdo as Isomaltases (Dextrina 6-a-D-glucano hidrolase EC 3.2.1.10), que
hidrolisam ligacdes a-1,6-D-glicosidicas em isomaltose de dextrinas e as o-glucosidases (o.-
D-gucosidica 3.2.1.20), que hidrolisam liga¢des o-1,4-D-glicose nos terminais ndo redutores

de residuos de oligossacarideos liberando a-D-glicose.

2.3. Microrganismos produtores de enzimas amiloliticas

2.3.1. Género Cryptococcus

O género Cryptococcus ¢ distribuido nas leveduras do filo Hymenomycetos, com
representantes nas quatro classes: Tremellales, Trichosporonales, Filobasidiales e
Cystofilobasidiales (GUFFOGG et al., 2004). RATON (2004) afirma que ha dificuldades em
se identificar Cryptococcus/Filobasidiella, devido a sua forma anomorfa (estado vegetativo) e
teloformo (estado sexual).

O género Cryptococcus é composto por aproximadamente 34 espécies de leveduras
que se reproduzem assexuadamente por brotamento e apresentam as seguintes caracteristicas:
hidrolise de amido, assimilagdo de inositol, producdo de urease, ndo fermentagdo de actcares
e sensibilidade a cicloheximida (MITCHELL & PERFECT, 1995; IKEDA et al., 2002).

Microscopicamente, na sua forma assexuada haploide, esses basidiomicetos aparecem
como leveduras encapsuladas, arredondadas ou ovaladas de cinco a dez micrdmetros, sem

hifas ou pseudo-hifas, com brotamentos simples ou, raramente, multiplos (KWON-CHUNG



& BENNETT, 1992), sendo que C. gattii produz células mais elipticas (KNOW-CHUNG et
al., 2002).

Presente em grande niimero no ambiente das aves, Cryptococcus spp ndo causa doenga
nesses animais, na maioria das vezes, devido a alta temperatura corporal das aves, a qual inibe
o crescimento da levedura (BAUWENS et al., 1986; NIGRO et al., 1987; MITCHELL &
PERFECT, 1995), mas ¢ patogénico para humanos.

O género Cryptococcus se classifica quanto a reproducdo em basidiomicetos. Os
basidiomicetos sdo assim denominados por apresentarem estrutura caracteristica denominada
de basidio. E nessa célula que a cariogamia (fusdo nuclear) e a meiose ocorrem, e também
onde os basidiosporos haploides exdgenos sao formados. Existe variacdo na morfologia do
basidio, no nimero de esporos formados, e como os esporos nascem na superficie do basidio
(INGOLD, 1991). Normalmente quatro esporos sdo produzidos em cada basidio, no apice das
protuberancias basidiais chamadas esterigmas. Cada esporo usualmente contém um dos
produtos meioticos haploides.

Ha grande interesse da comunidade cientifica em melhorar a capacidade amilolitica
destas espécies, pela adicdo de genes de amilases advindos de outras espécies de levedura ou

mesmo de outros microrganismos (FORGATY & KELLY, 1990).

2.3.2. Género Aspergillus

Aspergillus sec¢ao Nigri (ou grupo Aspergillus niger) sao fungos com conidios de
coloragdo marrom-escuro a negros, com estruturas dos conidiéforos uniseriados ou biseriados,
vesiculas esféricas e hifas hialinas ou levemente pigmentadas proximo do apice (KLICK &
PITT, 1988). A taxonomia de fungos pertencentes a sec¢do Nigri constitui-se em uma das
mais complexas ¢ confusas do género Aspergillus.

Mediante andlises filogenéticas, utilizando-se de dados moleculares e apoiando-se em
dados morfologicos e culturais, VARGA et al. (2003) sugeriram que a sec¢ao Nigri pertencem
as seguintes espécies de Aspergillus (A.): A. heteromorphus, A. ellipticus, A. carbonarius, A.
japonicus, A. aculeatus, A. niger, A. tubingensis, A. foetidus ¢ A. brasiliensis. As quatro
ultimas (A. niger, A. tubingensis, A. foetidus e A. brasiliensis) sdo morfologicamente
indistinguiveis e, portanto, pertencem ao denominado “agregado niger”. As espécies A.
awamori, A. usamii, A. phoenicis e A. ficuum foram reduzidas a sindnimos, das espécies A.

niger, A. tubingensis, A. brasiliensis e A. foetidus, respectivamente. A. helicothrix foi
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desconsiderado como espécie apds demonstracdo que se tratava de um mutante de A.
ellipticus.

Aspergillus niger é uma das poucas espécies de fungos que tem recebido o status
GRAS “Generally Recognised as Safe” da “U.S. Food and Drug Administration” (BIGELIS
& LASURE, 1987).

O uso do A. niger apresenta algumas vantagens como facilidade de manipulagdo, sua
habilidade de fermentar grande variedade de matérias-primas de baixo custo e produzir
rendimentos elevados de bioprodutos. PANDEY et al. (1999) relataram que A. niger pode
produzir 19 tipos de enzimas, tais como celulases, xilanase, poligalacturonase, o-
galactosidase, a-amilase, glucoamilase, B-glucosidase e protease acida. A enzima que sera

produzida depende do tipo de substrato usado durante a fermentagao.

2.4. Uso de a-amilase em ragdes animais

O uso de enzimas exdgenas para aumentar o valor nutricional de dietas para aves ¢
relativamente um novo conceito. A tecnologia estd envolvida com novas enzimas e com a
combinag¢do destas com novas aplicagdes para permitir algumas regulagdes na alimentacao. A
fitase ¢ considerada a mais significativa, em termos de nutricdo animal, todavia existem
grandes pesquisas com enzimas com foco na qualidade dos ingredientes, predictabilidade,
seguranga alimentar, efeito da idade da ave, efeito de varios sitios de atividade e doses
enzimaticas e redu¢do da poluicdo ambiental. Futuramente, as enzimas serdo valorizadas na
alimentacdo para aves de corte (COWIESON et al., 2006).

As novas aplicacdes da biotecnologia, amplamente debatidas pela comunidade
cientifica, sdo de alta importancia econdmica e social, pois possibilitam o aumento expressivo
da produtividade, melhora da qualidade de produtos e reducdo do impacto ambiental. As
enzimas sao produzidas por microrganismos especificos e sob condigdes assépticas e
altamente controladas. As condi¢cdes ideais de crescimento para esses microrganismos,
normalmente, s3o bem conhecidas e testadas. A temperatura, os nutrientes € o suprimento de
oxigénio sdo ajustados de modo a criar condigdes proprias para seu desenvolvimento. A
demanda por enzimas de uso industrial, principalmente aquelas com origem microbiana, €
crescente devido a sua aplicagdo em uma enorme variedade de processos.

Enzimas na nutricdo de aves sdo consideradas aditivos, ndo possuem funcao
nutricional direta, mas auxiliam o processo digestivo melhorando a digestibilidade dos

nutrientes presentes na dieta (CAMPESTRINI et al., 2005).
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A utilizacdo de enzimas exodgenas na alimentagao de aves tem sido estudada com o
objetivo ndo somente de aumentar o aproveitamento dos alimentos, promovendo a hidrélise
de fatores antinutricionais, de polissacarideos ndo-amilaceos, mas também reduzir a
viscosidade da digesta (GRAHAM, 1996). Para CANTOR (1995), as enzimas exdgenas, em
avicultura, sdo estudadas em razao de algumas enzimas enddgenas ndo serem capazes de atuar
na digestdo de certos componentes dos alimentos vegetais. Nas dietas, acredita-se que o uso
de enzimas, melhora a eficiéncia na produtividade das aves.

FISCHER et al. (2001) e CAMPESTRINI et al. (2005), afirmaram que de acordo com
sua finalidade, as enzimas usadas em ragdes podem se subdividir em dois tipos: enzimas
destinadas a complementar quantitativamente as proprias enzimas digestorias dos
monogastricos (proteases, amilases) e enzimas que esses animais ndo podem sintetizar (p3-
glucanases, pentosanas, a-galactosidases e fitases). COWIESON & ADEOLA (2005)
sugerem que o uso combinados de carboidrases, aliadas as proteases ¢ fitases melhoram o
desempenho de aves.

Entre as matérias-primas que constituem a rag¢do, os graos representam percentuais
elevados e, portanto, influenciam de forma significativa a qualidade final da ra¢do. O milho
constitui aproximadamente 60% de uma racdo para frangos de corte, e contribui com 65% da
energia metabolizdvel (EM) e 22% da proteina (CARVALHO et al., 2004).

Embora o amido do milho seja considerado de alta digestibilidade, a literatura dispde
de dados que sugere que a sua digestibilidade ileal ndo ¢ maior do que 75%. A variabilidade
da digestibilidade esté relacionada com a genética do milho, com a safra (local, ano e eventos
climaticos antes da colheita) e com o tratamento pos-colheita (secagem, armazenamento e
processamento). Também, teores de fibra, proteina e gordura do milho podem influenciar o
aproveitamento da energia do amido pelas aves.

Desta forma, o amido do milho deve ser caracterizado com base na taxa e no grau da
sua digestao em: amido rapidamente digerido, amido lentamente digerido e amido resistente.
Aproximadamente 15% do amido presente no milho pode ser classificado como amido
resistente e ndo ¢ aproveitado pelas aves, segundo BEDFORD (2000).

Dos componentes dos carboidratos ndo estruturais, o amido talvez seja o mais
importante, sendo o principal componente energético dos graos de cereais e raizes utilizados
na alimentacdo, devido as suas caracteristicas como fonte de reserva, este apresenta

disponibilidade energética superior a dos carboidratos estruturais (ZEOULA & NETO, 2001).
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HAAL (2001) enfoca os carboidratos (Figura 2) e afirma que a falta de métodos ou
problemas com ensaios para carboidratos individuais tornam impraticavel a medi¢ao

individual de carboidratos ndo fibrosos e a soma dos componentes.

Carboidratos das plantas ‘

celular

celular

Acidos Mono+Oligos Amidos Frutanas | gypstincias Hemicelulose Celulose
organicos sacarideos pécticas
1 1 1
1 | Galactanos 1 1
1 1 h.ﬁ:—-—].ﬂ
: : P -glucanos : DA :
1 1 1 1
1 1 ‘ h ‘ 1 ' 1
: : FSON 1 FOM i
1
1 1 H 1
| f e I _ ] =
I 1 amiliceas : Polissacarideos
Longl: ] -

CSDN

Figura 2. Carboidratos das plantas (Adaptado HALL, 2001). FDA = fibra em detergente
acido, FDN = fibra em detergente neutro, CSDN = carboidratos soluveis em
detergente neutro, FSDN = fibra soluvel em detergente neutro, Ac¢ucares =

mono e oligossacarideos.

A propor¢ao de amilose e de amilopectina presente no amido do milho ¢ importante,
pois tem grande influéncia em sua digestibilidade. A amilose ¢ um polimero linear de
moléculas de glicose, construido pelas ligacdes al-4 e a amilopectina ¢ um polimero
ramificado de moléculas de glicose, contendo ligagdes al-4 e al-6. O amido de milho
contendo propor¢des maiores de amilose apresenta digestibilidade mais lenta, devido a forma
como as moléculas se arranjam nos granulos de amido. O milho ¢ constituido em média por
28% de amilose e 72% de amilopectina.

O amido ¢ um polimero de glicose de alta massa molecular, sendo juntamente com a
celulose, um dos polimeros de origem vegetal mais amplamente disponivel na natureza
(BECK & ZIEGLER, 1989), considerado como um dos principais componentes da dieta

humana e de outros animais. E a maior substincia de reserva dos vegetais, sendo produzido
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nas folhas como resultado da conversdo da glicose-6-fosfato, origindria durante a fotossintese,
em glicose-1-fosfato pela acdo da fosfoglicomutase.

O polissacarideo amilose apresenta-se na forma helicoidal e ¢ menos solivel que a
amilopectina. As cadeias apresentam tamanho médio de 500-1000 unidades de glicose e
constituem cerca de 20 a 30% da molécula de amido (JANSE & PRETORIUS, 1995).

A amilopectina representa cerca de 70 a 80% da molécula do amido. Apresenta
normalmente padrdo bimodal de distribuicdo com cadeias curtas contendo em média de 11 a
15, e cadeias mais longas com 40-60 residuos de D-glicose (JANSE & PRETORIUS, 1995).

Ao ser hidrolisado, o amido produz carboidratos de cadeia curta, tais como dextrinas,
maltopentose, maltotetrose, maltose e finalmente glicose (CRUEGER & CRUEGER, 1984).
Estes produtos derivados da hidrolise do amido podem ter diversas aplicacdes
biotecnoldgicas. Esta hidrdlise pode ser 4cida ou enzimatica.

Em aves, ndo ocorre amilase salivar devido a auséncia de células serosas. Assim, a
digestdo do amido se inicia no duodeno e se completa no intestino delgado, quando as
amilases pancredticas que representam de 5% a 30% do suco pancredtico, atacam os
remanescentes da molécula de amido, convertendo-o a maltose e glicose. A sacarose e a
maltose sdo hidrolisadas, na mucosa do intestino, a glicose e frutose e, entdo, sdo absorvidas.

Em condi¢des normais, a absor¢do de monossacarideos é quase completa e ocorre no
intestino delgado por mecanismos de difusdao simples, dependendo do grau de concentracao e
por absor¢do ativa, que envolve um transportador e requer a presenca do ion sodio e gasto de
energia.

De acordo com PENZ JR (1998), as variagdes de digestibilidade dos carboidratos
devem-se as diferencas entre as variedades, as condi¢des de cultivo da planta, as formas
diferentes de estrutura espacial dos polimeros de amido, sendo a amilopectina mais facil de
ser digerida que a amilose.

KIDD et al. (2001) avaliaram que dietas a base de milho e farelo de soja,
suplementadas com enzimas, proporcionaram melhor eficiéncia alimentar e menor
mortalidade de frangos de corte, especialmente em condigdes de alta temperatura.

A digestibilidade do amido ¢ bastante alta em animais monogastricos,
aproximadamente 95%, segundo GRACIA et al. (2003) e 85% segundo SOTO-SALANOVA
et al. (1996). Ela pode ser afetada pela idade da ave. Segundo MAHAGNA et al. (1995), ha
diminui¢do com a idade de 96,7% aos sete dias para 93,7% aos 21 dias. BRUM et al. (2006)
trabalharam com a-amilase de Aspergillus oryzae e observaram aumento no ganho de peso

das aves com até 23 dias de idade. ONDERCI et al. (2006) suplementaram dietas a base de
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milho com cultura de Escherichia coli, produtoras de a-amilase ¢ observaram aumento da
digestibilidade dos nutrientes e melhora no desempenho das aves.

Para que se possa reduzir efetivamente o custo das racdes com adi¢do de complexo de
enzimas exogenas, fatores como a relagdo entre as enzimas utilizadas e os substratos da racao,
os aumentos da digestibilidade dos nutrientes e os aspectos de formulagao das ragdes devem
ser considerados (HANNAS & PUPA, 2003).

Pesquisas tém mostrado que a adi¢do de amilase em dietas a base de milho e farelo de

soja também oferece potencial para melhorar o desempenho das aves.

3. REFERENCIAS

ALMIRALL, M., FRANCESCH, M., PEREZ-VENDRELL, A.M., BRUFAU, J., ESTEVE-
GARCIA, E. The differences in intestinal viscosity produced by barley and glucanase alter
digesta enzyme activities and ilea nutrient digestibilities more in broilers than in chicks.
Journal of Nutrition, v.125, n.4, p. 947-955, 1995.

BAUWENS, L.; SWINNE, D.; VROEY, C.; MEURICHY, W. Isolation of Cryptococcus
neoformans var. neoformans in the aviaries of the Antwerp Zoological Gardens. Mykosen,
v.29,n.7, p.291-4, 1986.

BECK, E. & ZIEGLER, P. Biosynthesis and degradation of starch in higher plants. Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, v.40, n.2, p.95-117, 1989.

BEDFORD, M. Enzymes for cereals which do not pose viscosity problems. In: European
Symposium on Feed Enzymes, 3, 2000, Netherlands. Anais... Netherlands:
Noordwijkerhout , 2000. p.8.

BIGELIS, R. & LASURE, L.L. Fungal enzymes and primary metabolites used in food
processing. In: Food and Beverage Mycology. New York: Van Nostrand Reinhold, 1987.
p.473 —516.

BRUCHMANN, E. Bioquimica técnica. Zaragoza: Editorial Acribia, 1980. 233 p.

BRUM, P.AR., AVILA, V.S., LIMA, G.J.M.M., COLDEBELA, A., SCHEUERMANN, G.,
USINGLER, F., TOIGO, G.C. Efeito da suplementacdo de a-amilase em dietas a base de
milho e farelo de soja na digestibilidade da energia das ragdes e no desempenho de frangos de
corte. Comunicado Técnico da Embrapa, 425, 2006.

CAMPESTRINI, E., SILVA, V.T.M., APPELT, M.D. Utiliza¢ao de enzimas na alimentagdo
animal. Revista Eletronica Nutritime, v.2, n.6, p.254-267, 2005.

CANTOR, A. Enzimas usadas na Europa, Estados Unidos e Asia. Possibilidades para uso no
Brasil. In. RONDA LATINOAMERICANA DE BIOTECNOLOGIA, 5, 1995, Curitiba.
Anais... Curitiba: Alltech, 1995. p.31-42.

CARVALHO, D.C.O., ALBINO, L.F.T., ROSTAGNO, H.S., OLIVEIRA, J.E., VARGAS
JUNIOR, J.G., TOLEDO, R.S., COSTA, C.H.R., PINHEIRO, S.R.F., SOUZA, RM.
Composi¢do quimica e energética de amostras de milho submetidas a diferentes temperaturas

15



de secagem periodos de armazenamentos. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 33, n.2, p.
358-364, 2004.

CHOCT, M. Enzymes for the feed industry: past, present and future. World’s Poultry
Science Journal, v.62, p.5-16, 2006.

COLOMBATTO, D.; MOULD, F.L.; BHAT, M.K., PHIPPS, R.H., AND OWEN, E. In vitro
evaluation of fibrolytic enzymes as additives for maize (Zea mays L.) silage. I. Effects of
ensiling temperature, enzyme source and addition level or thermophilic sources. Animal Feed
Science and Technology, v.111, n.1, p.111- 128, 2004.

CORONADO, M.J., VARGAS, C., HOFEMEISTER, J., VENTOSA, A. AND NIETO, J.J.
Production and biochemical characterization of an a-amylase from the moderate halophile
Halomonas meridiana. FEMS Microbiology Letters, v.183, n.1, p.67-71, 2000.

COTTA, T., TORRES, D.M., OLIVEIRA, A.G. Efeitos da adicdo de um complexo
enzimatico sobre o desempenho de frangos de corte. Ciéncias Agrotécnicas, v.26, n.4, p.
852-857, 2002.

COUSINS, Bart. Enzimas na nutricio de aves. In: SIMPOSIO INTERNACIONAL
ACAVEMBRAPA SOBRE NUTRICAO DE AVES, I, 1999, Concérdia. Anais...Concoérdia,
1999. 15p.

COWIESON A.J. & ADEOLA, O. Carbohydrases, protease, and phytase have an additive
beneficial effect in nutritionally marginal diets for broiler chicks. Poultry Science, v.84, n.12,
p.1860-1867, 2005.

COWIESON, A.J.; HRUBY, M.; PIERSON, E.E.M. Evolving enzyme technology: impact on
commercial poultry nutrition. Nutrition Research Reviews, v.19, n.1, p.90-103, 2006.

CRUEGER, W. & CRUEGER, A. Biotechnology: a textbook of industrial microbiology.
Madison: Science Technology, Inc. Science Tech, Inc., 1984. 308p.

ERRA-PUJADA , M., CHANG, F., DEBEIRE , P., DUCHIRON , F. & O’DONOHUE, M.
Purification and properties of the catalytic domain of the thermostable pullulanase type II
from Thermococcus hydrothermalis. Biotechnology Letter, v.23, n.16, p.1273— 1277, 2001.

FERKET, P.R. Practical use of feed enzymes for turkeys and broilers. Journal of Applied
Poultry Research, v.1, n.2, p.75-81, 1993.

FERNANDES, P. & MALAGUIDO, A. Complexos Enzimatico-Novos Avancos na Producao
Animal, captado em margo de 2007.
http://www.engormix.com/complexos_enzimaticos %E2%80%93 novos p artigos 27 POR
htm.

FISCHER, G., MAIER, J.C, RUTZ, F. et al. Desempenho de frangos de corte alimentados
com dietas a base de milho e farelo de soja com ou sem adicdo de enzimas. In: REUNIAO
ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 38, 2001, Piracicaba.
Anais...Piracicaba:SBZ, 2001. CD-ROM.

FISHER, G., MAIER, J.C., RUTZ, F., BERMUDEZ, V.L. Desempenho de frangos de corte
alimentados com dietas a base de milho e farelo de soja, com ou sem adi¢cdo de enzimas.
Revista Brasileira de Zootecnia, v.31, n.1, p.402-10, 2002.

FOGARTY, W.M. & KELLY, C.T. Recent advances in microbial amylases. In: Microbial
enzymes and biotechnology. London: Elsevier Applied Science, 1990. p.71132.

16



FORGATY, WM. & KELLY, C.T. Amylases, Amyloglucosidases and related glucanases. In:
A. H. Rose (ed.), Microbial enzymes and bioconversions. Academic Press. Inc.New York,
1980. p.115-170

GHAZALAH, A.A., ABD EL-GAWAD, A.H., SOLIMAN, M.S. e AMANY, W.Y. Effect of
enzyme preparation on performance of broilers fed corn soybean meal based diets Egypt.
Poultry Science, v.25, p.295-316, 2005.

GOMES, E., GUEZ, M.A.U., MARTIN, N., SILVA, R. Enzimas termoestaveis: fontes,
produgdo e aplicacdo industrial. Quimica Nova, Vol. 30, No. 1, 136-145, 2007.

GRACIA, M.L et al. a-Amylase Supplementation of Broiler Diets Based on Corn. Poultry
Science, v.82, p.436-442, 2003.

GRAHAM, H. Mode de action of feed enzymes in diets based on low viscous and viscous
grains. In: SIMPOSIO LATINO-AMERICANO DE NUTRICAO DE SUINOS E AVES,
1996, Campinas. Anais... Campinas: Colégio Brasileiro de Nutri¢do Animal, 1996. p.60-69.

GUENTER, W. Practical experience with the use of enzymes. Capturado em 02 de setembro
de 2004. Online. Disponivel na Internet http://www.idrc.ca/books/focus/821/chp6.html.

GUFFOGG, S.P., THOMAS-HALL, S., HOLLOWAY, P. and WATSON, K. A novel
psychrotolerant member of the hymenomycetous yeasts from Antarctica: Cryptococcus

watticus sp. nov. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v.
54, p.275-2717, 2004.

GUPTA, R.,, MOHAPATRA, H., GOSWAMI, V. K., CHAUHAN, B. Microbial a-Amylases:
a Biotechnological Perspective. Process Biochemistry. Jan. 2003. p. 1- 18. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com> Acesso em 08 Dez. 2006.

HAKI, G.D. & RAKSHIT, S.K. Developments in industrially important thermostable
enzymes: a review. Bioresource Technology, v.89, n.1, p.17-34, 2003.

HALL, M.B. Recent advanced in non-ndf carbohydrates for the nutrition of lactating cows.
In: SIMPOSIO INTERNACIONAL EM BOVINOS DE LEITE, 2, Lavras, 2001. Anais...
Lavras:UFLA-FAEPE, 2001. p.139-148.

HANNAS, M.I. & PUPA, J.M.R. Enzimas: uma alternativa vidvel para enfrentar a crise na
suinocultura. Revista Pork World, v.2, n.13, p.48-51, 2003.

IKEDA, R.; SUGITA, T.; JACOBSON, E.S.; SHINODA, T. Laccase and melanization in
clinically important Cryptococcus species other than Cryptococcus neoformans. Journal of
Clinical Microbiology, v.40, n.4, p.1214-8, 2002.

INGOLD, C.T. A view of the active basidium in heterobasidiomycetes. Mycol. Res., v.95,
p.618-621, 1991.

JANSE, B.J.H. & PRETORIUS, LS. One-step enzymatic hydrolysis of starch using a
recombinant strain of Saccharomyces cerevisiae producing a-amylase, glucoamylase and
pullulanase. Applied Microbiology and Biotechnology, v.42, n.6, p.878-883, 1995.

KIDD, M.T., MORGAN JR, G.M., PRICE, C.J. et al. Enzyme supplementation to corn and
soybean meal diets for broilers. J. Appl. Poultry Res., v.10, n.1, p.65-70, 2001.

KLICH, M.A.; PITT, J.I. A Laboratory Guide to Common Aspergillus Species and Their
Teleomorphs. CSIRO Division of Food Science and Technology, North Ryde, New South
Wales, 1988.

17



KNOW-CHUNG, K.J. & BENNETT, J.E. Medical Mycology. Philadelphia: Lea e Febiger,
1992. 866p

KNOW-CHUNG, K. J.; BOEKHOUT, T.; FELL, J. W.; DIAZ, M. (1557) Proposal to
conserve the name Cryptococcus gattii against C. hondurianus and C. bacillisporus
(Basidiomycota, Hymenomycetes, Tremellomycetidae). Taxon, v.51, n.4, p.804-806, 2002.

LAIDLER K.J. Introduction to the Chemistry of Enzymes. New York: McGraw-Hill,
1954. 208p.

LEADLAY, P.F. An Introduction to Enzyme Chemistry. Cambridge: The Royal Society of
Chemistry, 1993. 82p.

LEE, E.Y.C. & WHELAN, W.J. In: BOYER PD (Ed.) The enzymes. Vol. 5. New York :
Academic Press, 1971. p.191-234.

LIMA, A.C.F., MACARI, M., PIZAURO JUNIOR, J.M., MALHEIROS, E.B. Atividade
enzimatica pancredtica de frangos de corte alimentados com dietas contendo enzimas ou
probidticos. Revista Brasileira de Ciéncia Avicola, v.4, n.3, p.1-9, 2002.

MAHAGNA, M.; NIR, I.; LARBIER, M. et al. Effect of age and exogenous amylase and
protease on development of the digestive tract, pancreatic enzyme activities and digestibility
of nutrients in young meat-type chicks. Reproduction Nutrition and Development, v.35,
n.2, p.201-212, 1995.

MAZONI, R.B.; MARIOWAKI, C.; MORAES, F.F.; ZANIN, G.M.; MATIOLI, G.
Propriedades da ciclodextrina glicosiltransferase produzida por bacillus firmus alcalofilico /
Properties of cyclodextrin glycosyltransferase produced by alkalophilic bacillus firms.
Arquivo de Ciéncias da Saide da UNIPAR, v.4, n.3, p.235-242, 2000.

MITCHELL, T.G.; PERFECT, J.R. Cryptococcosis in the era of AIDS — 100 years after the
discovery of Cryptococcus neoformans. Clinical Microbiology Reviews, v.8, n.4, p. 515-48,
1995.

MORAN JR., E.T. Digestion and absorption of carbohydrates in fowl and events through
perinatal development. Journal of Nutrition, v.115, n.2, p.665-71, 1985.

NELSON, D.L. & COX, M.M. Lehninger: Principios de Bioquimica. 3" ed., Sarvier, 2003.

NIGRO, N.T.M.R.C.; PEREIRA, A.D.; HUGGINS, D.W.; LACAZ, C.S. Isolamento de
Cryptococcus neoformans de fezes de pombos, do solo e ninhos de pombos. Revista
Brasileira de Medicina, v.44, n.1 e 2, p.6-9, 1987.

ONDERCI, M; SAHIN, N; SAHIN, K; CIKIM, G; AYDIN, A; OZERCAN, I; AYDIN, S.
Efficacy of Supplementation of a-Amylase-Producing Bacterial Culture on the Performance,

Nutrient Use, and Gut Morphology of Broiler Chickens Fed a Corn-Based Diet. Poultry
Science, v.85, n.3, p.505-510, 2006.

PALMA, M.B. Produgdo de xilanases por Thermoascus aurantiacus em cultivo em estado
solido. Floriandpolis: Universidade Federal de Santa Catarina, 2003. 169p. Tese (Doutorado
em Engenharia Quimica) — Universidade Federal de Santa Catarina, 2003.

PANDEY, A., SELVAKUMAR, P., SOCCOL, C.R., NIGAM, P. Solid State Fermentation
for the Production of Industrial Enzymes. Current Science, v.77, n.1, p. 149-161, 1999.

PANDEY, A., WEBB, C., SOCCOL, C.R., LARROCHE, C. Enzyme Technology. 1* ed.
New Delhi: Asiatech Publishers, Inc, 2005. 760 p.

18



PANDEY, A.; NIGAM, P., SOCCOL, C.R.; SOCCOL, V.T.; SINGH, D.; MOHAN, R.
Advances in Microbial Amylases. Biotechnol. Appl. Biochem., v.31, n.2, p.135-152, 2000.

PANDEY, A.; WEBB, C.; SOCCOL, C.R.; LARROCHE, C. Enzyme Technology. 1% ed.
New Delhi: Asiatech Publishers, Inc, 2005. 760 p.

PAQUET, V., CROUX, C., GOMA, G., SOUCAILLE, G. Purification and characterization of
the extracellular alpha amylase from Clostridium acetabutylicum ATCC 824. Applied
Environmental Microbiology, v.57, n.1, p.212-218, 1991.

PENZ JUNIOR, A.M. Enzimas em ragdes para aves e suinos. In: REUNIAO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE ZOOTECNIA, 35, 1998, Botucatu. Anais... Botucatu:
SBZ, 1998. p.65-178.

PEREIRA, S.E. Imobiliza¢ao e caracterizacdo da a-amilase produzida por Cryptococcus
flavus. Goiania: Universidade Federal de Goias, 2002. 58p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Biologicas) - Universidade Federal de Goias, 2002.

PRETORIUS, L.S., LAMBRECHTS, M.G., AND MARMUR, J. The glucoamylase multigene
family in Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus: an overview. Critical Reviews in
Biochemistry and Molecular Biology, v.26, n.1, p.53-76, 1991.

QUAGLIA, G. Ciencia y Tecnologia de la Panificacién. Zaragoza: Editorial Acribia, 1991.
485 p.

RATON, T.O. Métodos moleculares de identificacion de levaduras de interés biotecnologico.
Revista Iberoamericana de Micologia, v.21, n.1, p.5-19, 2004.

SAKANO, Y., HIRAIWA, S., FUKUSHIMA, J. & KOBAYASHI, T. Enzymatic properties
and action patterns of Thermoactinomyces vulgarisa-amylase. Agric. Biol. Chem. v.46, n.5,
p.1121-1129, 1982.

SOCCOL, C.R. ROJAN, PJ,; PATEL, AXK. WOICIECHOWSKI, A.L;
VANDENBERGHE, L.P.S.; PANDEY, A. Glucoamylase. In: Enzyme Technology. New
Delhi: Asiatec Publishers Inc., p. 221-230, 2005.

SOCCOL, C. R., ROJAN, P. J., PATEL, A. K., WOICIECHOWSKI, A. L,
VANDENBERGHE, P. S., PANDEY, A. Glucoamylase. In: Enzyme Technology. New
Delhi: Asiatec Publishers Inc., p. 221-230, 2005.

SOTO-SALANOVA, M.F., et al. Uso de enzimas em dietas de milho e soja para frangos de
corte. In: CONFERENCIA APINCO DE CIENCIA E TECNOLOGIA AVICOLAS, 1996,
Curitiba. Anais... Curitiba: FACTA, 1996. p.71-76.

SPIER, M.R. Producido de enzimas amiloliticas fungicas a-amilase e amiloglucosidase
por fermentacdo no estado solido. Curitiba: Universidade Federal do Parana, 2006. 157p.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Parana, 2006.

SURMELY, R., ALVAREZ, H., CEREDA, M.P., VILPOUX, O.F. Hidro6lise do Amido. In:
Culturas de Tuberosas Amiliceas Latino Americanas. v.3. Cap.15, 2003. p.377- 395,

SZAKACS, G. Production of Industrial Enzymes in Solid-State Fermentation. In:
INTERNATIONAL CONGRESS ON BIOPROCESS IN FOOD INDUSTRIES, 2004,
Clermont-Ferrand, France. Anais... Clermont-Ferrand:Editora, 2004. p.20

TUNGA, R. & TUNGA, B.S. Extra-cellular Amylase Production by Aspergillus oryzae
Under Solid State Fermentation. International Center for Biotechnology. Japan: Osaka
University, 2003. 12p

19



VARGA, I.; RIGO, K.; TEREN, J. Degradation of ochratoxin A by Aspergillus species.
International Journal of Food Microbiology, v.59, n.1, p.1 — 7, 2000.

VIHINEN, M. & MANTSALA, P. Microbial amylolytic enzymes. Critical Reviews in
Biochemistry and Molecular Biology, v.24, n.4, p.329-419, 1989.

WAINWRIGHT, M. Introduccion a la Biotecnologia de los Hongos. Zaragoza: Acribia,
1995. 228 p.

WALSH, G.A. et al. Enzymes in the animal feed industry. Trends in Biotechnology, v.11,
n.10, p 946-957, 1993.

WANDERLEY, K.J., TORRES, F.A.G., MORAES, LM.P., ULHOA, C.J. Biochemical
characterization of alpha-amylase from the yeast Cryptococcus flavus. Fems Microbiology
Letters, v. 231, n.2, p. 165-169, 2004.

WARD, O. Biotecnologia de La Fermentacion: Principios, Processos e Productos.
Zaragoza: Editorial Acribia S.A., 1989. p.64-67 e 233-247.

YANG, S.H. & WANG, P.H. Three Species of Yeasts New to Taiwan. Taiwania, v.48, n.2,
p.99-105, 2003.

ZANELLA, I. Suplementagdo enzimatica em dietas avicolas. Anais... Pré-simpodsio de
Nutricdo Animal, Santa Maria/RS, 69p. p.37-49, 2001.

ZANELLA, 1., SAKOMURA. J.A., PIZAURO, K.Z. et al. Efeito da adi¢cdo de enzimas
exdgenas na dieta sobre a atividade enzimatica da amilase e tripsina pancreatica em frangos
de corte. Anais... Conferéncia APINCO 99 de Ciéncia e Tecnologia Avicolas, Sdo Paulo/SP,
1999. p.45

ZEOULA, LM. & NETO, S.F. C. Recentes Avangos em Amido na Nutricdo de Vacas
Leiteiras. In: SIMPOSIO INTERNAIONAL DE BOVINOCULTURA DE LEITE. Anais...
SINLEITE, 2, Lavras: UFLA, 2001. p.228 —243.

20



CAPITULO 1

PRODUCAO DA ENZIMA a-AMILASE DE Cryptococcus flavus e de Aspergillus
niger HM2003

PRODUCAO DA ENZIMA a-AMILASE DE Cryptococcus flavus

1. INTRODUCAO

O uso de cereais como fonte de energia em ragdes para aves ¢ amplamente difundido,
pois permite aporte energético suficiente para suprir as necessidades de mantenga e producao.

O amido de milho contém de 60 a 68% de amido (JACQUES et al., 1999). De acordo
com BRAMBILLA (2001), o milho (Zea maiz) ¢ um cereal de grande utilizagdo industrial,
seja para industrias processadoras de ragdo animal ou para consumo humano. Na maioria dos
animais nao-ruminantes, a digestdo do amido de cereais depende de intimeros fatores, como
origem botanica, no que se refere a textura do endosperma e a relagdo amilose/amilopectina, e
o tipo de processamento do alimento, o qual pode propiciar transformacgdes fisicas benéficas
sobre a digestibilidade dos granulos de amido (DE BLAS, 1984; CHEEKE, 1987).

Na natureza encontram-se vdarias fontes complexas de carbono tais como: amido,
celulose e quitina. Estes polissacarideos podem ser usados como fontes de energia para a
maioria dos organismos vivos (VAN DER MAAREL et al, 2002). A produ¢do de plantas
amildceas supre aproximadamente 4/5 da demanda mundial de alimentos em termos de

calorias (EDUARDO, 2002).

No Brasil, os amidos mais isolados industrialmente sdo os amidos de milho e mandioca
(KARAM, 2003). As duas principais estruturas quimicas formadoras do amido sao
conhecidas por amilose e amilopectina. Estas estruturas s3o responsaveis por
aproximadamente 98% do amido em peso seco, sendo que o teor de cada polissacarideo
depende da fonte botanica em questdo (TESTER et al., 2004). A disposi¢ao destas identidades
quimicas dentro do granulo de amido ainda nao ¢ completamente compreendida, no entanto, o
empacotamento de ambas ¢ muito bem organizado. Além disso, o contetdo destes
polissacarideos afeta a arquitetura do granulo, as propriedades térmicas, podendo afetar sua

aplicacdo em alimentos industrializados (LACERDA, 2006).
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A amilose ¢ um polimero linear contendo cerca de 6.000 unidades de glicose unidos
entre si por ligacdes glicosidicas do tipo a-1,4. Apesar da consideracdo que a amilose ¢
essencialmente linear, atualmente ¢ evidenciado que a amilose ndo assume completamente
esta caracteristica (KARIM, et al., 2000).

A amilopectina consiste em cadeias lineares mais curtas de ligagdes a-1,4 contendo 10 a
60 unidades de glicose e cadeias laterais de ligagdo a-1,6 com 15 a 45 unidades de glicose
(VAN DER MAAREL et al., 2002). Uma molécula completa de amilopectina contém cerca
de 2.000.000 de unidades de glicose, sendo considerada uma das maiores moléculas da
natureza.

As amilases representam a maior parte do mercado de enzimas no mundo. A maior
aplicacdo para a a-amilase esta na produgao de hidrolisados de amidos (GUPTA et al., 2003).

O Cryptococcus flavus esta sendo estudado ¢ testado na produc¢do da a-amilase, para
otimizacdo de processos da enzimologia industrial, portanto, ndo se tem dados conclusivos de
sua aplicagdo, sendo este trabalho o primeiro de sua aplicacdo na industria de alimentagdo
animal.

As a-amilases (1,4-o-D-glucano glucanohidrolase, EC 3.2.1.1) sdo endoenzimas que
hidrolisam de forma aleatéria as ligacdes glicosidicas do tipo a-1,4 do amido liberando
unidades de glicose, maltose, maltotriose, maltopentose e dextrinas de alta massa molar. A
maioria das o-amilases € capaz de contornar as ligagdes do tipo a-1,6 encontradas nos pontos
de ramificagcdo sem, no entanto, cliva-las. Entretanto, SAKANO et al. (1982), descreveu que
uma a-amilase de Thermoactinomyces vulgaris tem a capacidade de hidrolisar tanto ligagdes
a-1,4 como a-1,6.

A acdo da o-amilase sobre a amilose se da em duas etapas. A primeira consiste no
ataque aleatorio e rapido do substrato, resultando maltose e maltotriose, enquanto que a
segunda, bem mais lenta, permite a formagao de glicose e maltose, LACERDA (2006).

Os parametros que estimulam a producdo de amilases, as condi¢des de crescimento
microbiano e os substratos de carbono usados no meio de cultivo t€ém recebido atengdo
especial. Fontes de carbono como dextrina, frutose, glicose, lactose, maltose, amido soluvel,
além de outras, encarecem sua produ¢do (HAQ et al., 2002). No meio de cultivo, esses
substratos podem ser substituidos por produtos e subprodutos agricolas de baixo custo, o que
torna o processo de producdo dessas enzimas mais viavel economicamente. Com esse

objetivo, farinhas e farelos de diferentes graos e tubérculos como arroz, cevada, milho, trigo,
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mandioca e batata tém sido usadas no meio de cultura para aumentar a produtividade de

amilases de fungos e bactérias (HAQ et al., 2002; HAQ et al., 2005; RAMESH et al., 2001).
Para auxiliar o processo digestivo de frangos de corte, objetivou-se a producdo da

enzima a-amilase, com meio a base de racdo produzida pela levedura Cryptococcus flavus

para acréscimo na ragdo das aves, num periodo de 1 a 21 dias de idade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Enzimologia da Universidade
Federal de Goias. A levedura utilizada neste trabalho, Cryptococcus flavus, foi isolada de
amostras de solo da regido do cerrado, pelo grupo de Biologia Molecular da Universidade de

Brasilia. Este microrganismo possui alto poder de producdo da enzima a-amilase como citado

por WANDERLEY et al. (2004).

2.2. Manutencio

Para manutengdo do Cryptococcus flavus, utilizou-se placas de Petri, contendo o meio
minimo YNB (Bacto Yeast Nitrogen base without amino acids) constituido de: 0,67% YNB,
2% de glicose, 2% bacto-agar e agua destilada, a temperatura de 28°C (WANDERLEY et al.,
2004). Foram testados outros meios para manuten¢do, dentre eles, foi utilizado 1% de extrato
de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose, com tampao fosfato com pH 5,5. Obteve-se com

esse meio, 0 mesmo crescimento das coldnias da levedura.

2.3. Producao

A produgdo da a-amilase de Cryptococcus flavus foi feita em meio liquido, consistindo no
pré-inoculo, com coldnias inoculadas em 10 mL de meio SD (0,67% de YNB e 2% de
glicose), que foi incubado a agitagdo constante de 180rpm, a 28°C, por 24 horas. Foi testado,
um pré-inodculo contendo 0,67% de extrato de levedura e 2% de glicose e tampao fosfato 5,5,

obtendo o mesmo resultado que o YNB.
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Foi transferido um mL do pré-indculo para erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL
do meio de inducdo. A partir desta fase, a fermentacao foi conduzida a 28°C com rotacdo de

180 rpm.

2.4. Teste de patogenicidade do Cryptococcus flavus

Devido a grande possibilidade biotecnologica do Cryptococcus flavus em produzir
enzimas foi feito um teste preliminar para sua manipulagdo, pois o Cryptococcus neoformas é
altamente patogénico.

O objetivo deste trabalho foi a verificagdo da patogenicidade através da hemolise do
Cryptococcus flavus em meio de agar com hemacias de carneiro para visualizagdo de
hemolise em placas.

Foi feito o meio de dgar Mueller-Hinton da Merck na propor¢ao de 34g/L. com
hemacias de carneiro desfibriladas da Bioshop conservadas entre dois a oito graus Celsius. As
hemécias de carneiro foram usadas pela semelhanca com as hemécias de humanos. Foram
feitas trés analises com cinco placas (15 placas) para que se pudesse ter a confiabilidade dos
resultados. O Cryptococcus flavus foi inoculado nas placas em retas e mantido em estufa com
temperatura de 28°C. Esperaram-se de dez a quinze dias para analise da hemolise. As placas
foram colocadas contra a luz para verificagdo de alguma mancha sobre a cultura e em local

branco para ndo haver nenhuma interferéncia na analise de cor.

2.5. Indug¢io com amido, milho moido e ragio pré-inicial

Foram feitos testes com o indutor, para a sele¢do do meio que apresentava maior
atividade da enzima. Foram testados como meios de indugdo o amido, o milho e racdo pré-
inicial que tem aproximadamente 59% de milho e 35% de farelo de soja, com periodos de
tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas. A ragdo foi feita na fabrica de ragdo da Avicultura do
Departamento de Produ¢do Animal da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Goias (Tabela 1) e milho foi coletado da mesma fabrica. Foi feito o pré-inéculo com extrato
de levedura, glicose e tampao fosfato com pH 5,5 (esterilizado) inoculando-se colonias da
levedura sob agitagdo constante (180 rpm) a 28°C. Os meios testados foram esterilizados com
mesmo tampao e utilizados na propor¢do de 2g/mL e adicionados de um mL do pré-indculo e
colocado nas mesmas condi¢des acima. As amostras coletadas, em triplicata, nos tempos

determinados foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos e analisadas.
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Tabela 1. Composicao percentual e nutricional da ragao pré-inicial (1-7 dias), na matéria
natural.

Ingredientes (kg) Quantidade
Milho 58,954
Farelo de soja 34,877
Oleo vegetal 1,690
Fosfato bicéalcico 1,905
Calcario 0,924
Sal 0,447
L-Lisina.HCI (%) 0,353
DL-Metionina99(%) 0,351
Premix mineral/vitaminico' 0,500
Composicio Quimica

Energia metabolizdvel (kcal/kg) 2,950
Proteina (%) 22,000
Triptofano (%) 0,293
Lisina (%) 1,466
Metionina + cistina (%) 1,041
Metionina (%) 0,684
Treonina (%) 0,850
Sadio (%) 0,223
Calcio (%) 0,939
Fosforo disponivel (%) 0,470

'Suplemento mineral e vitaminico. Micromim Aves (suplemento mineral em mg): Manganés 150.000,
Zinco 100.000, Ferro 100.000, Cobre 16.000, Cloreto de Colina 60.000 e Iodo 1.500. Premix Inicial
(Suplemento vitaminico): Vitamina A 8.000.000 UI, Vitamina D; 2.000.000 Ul, Vitamina E 15.000
Ul, Vitamina K 1.800mg, Vitamina B; 1.800 mg, Vitamina B, 6.000 mg, Vitamina By 2.800 mg,
Vitamina B, 12.000 mg, Niacina 40.000 mg, Acido Félico 1.000 mg, Acido Pantoténico 15.000 mg,
Biotina 60 mg, Selénio 300 mg, Antioxidante 30 g.

Os parametros analisados foram: agucar redutor pelo método do DNS, (MILLER,
1959) e atividade da enzima a-amilase com iodo (FUWA, 1954). O objetivo deste
experimento foi analisar o perfil da quantidade de agucar redutor liberado e atividade da
enzima a-amilase produzida com os meios de milho, amido e ra¢do pré-inicial, para

maximizar a produ¢do da amilase com menor tempo de produgdo.

2.6. Inducoes com extrato de levedura combinado com sulfato de amonio, uréia, racao,

amido e YNB
Foram feitos testes com 24 e 48 horas, para extrato de levedura combinado com

sulfato de amonio, uréia, racao e amido, com propor¢ao fixa de extrato de levedura de 0,34%,

além do meio YNB. Os niveis de combinac¢do sdao mostrados na Tabela 2 abaixo. Foi feito o
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pré-indculo com extrato de levedura, glicose e tampao fosfato com pH 5,5 (esterilizado)
inoculando-se colonias da levedura sob agitagio constante (180 rpm) a 28°C. Os meios
testados foram esterilizados com mesmo tampao e adicionados de um mL do pré-indculo e
colocado nas mesmas condi¢des acima. As amostras coletadas, em triplicata, nos tempos
determinados, foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10 minutos e analisadas. Os parametros
analisados foram atividades da enzima a-amilase com iodo (FUWA, 1954) e depois para os
trés meios que apresentaram maior atividade foram feitos andlises para actcar redutor pelo

método do DNS, (MILLER, 1959) e proteina pelo método do Biureto.

Tabela 2: Meios testados para producao da a-amilase no periodo de 24 horas

Meios testados

Tratamentos  Extrato de levedura (%) Sulfato de aménio  Uréia Rac¢do  Amido

1 0,34 * * 1% *

2 0,34 * * 0,50% *

3 0,34 5g/L * 1% *

4 0,34 5g/L * 0,50% *

5 0,34 2,5g/L * 1% *

6 0,34 2,5g/L * 0,50% *

7 0,34 5g/L * * 1%
8 0,34 5g/L * * 0,50%
9 0,34 2,5g/L * * 1%
10 0,34 2,5g/L * * 0,50%
11 0,34 * 5g/L 1% *
12 0,34 * 5g/L  0,50% *
13 0,34 * 2,58/lL 1% *
14 0,34 * 2,5g/L  0,50% *
15 0,34 * 5g/L * 1%
16 0,34 * 5g/L * 0,50%
17 0,34 * 2,5g/L * 1%
18 0,34 * 2,5g/L * 0,50%
19 YNB!

!/ Yeast nitrogen base.

2.7. Producao no reator de 2 litros

A producdo da enzima a-amilase, foi feita, também, em um reator de 2 litros. Este
reator continha um banho termoestatizador, colocado em um agitador magnético e
temperatura controlados. A aeragdo nao foi controlada, mas havia dois filtros, um na entrada e

outro na saida para que se evitasse a entrada de outros microrganismos.
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Foi feito o pré-indculo com extrato de levedura, glicose e tampao fosfato com pH 5,5
(esterilizado) inoculando-se coldnias da levedura sob agitacdo constante (180 rpm) a 28°C. O
meio utilizado foi 0 mesmo meio com 1% de racao (Tabela 1) ¢ 0,34% de extrato de levedura
que foram esterilizados com mesmo tampao e adicionado do pré-indculo. Todo o material
utilizado do reator, como mangueiras, filtros, foram também autoclavados. As amostras
coletadas, em triplicata, nos tempos determinados foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10
minutos e analisadas. Os parametros analisados foram: atividade da enzima a-amilase com
iodo (FUWA, 1954), analises para agticar redutor pelo método do DNS, (MILLER, 1959) e

proteina pelo método do Biureto.

2.8. Analise estatistica:

A andlise estatistica foi feita pelo SAEG 9.5 (2007), utilizando teste de Tukey com 5%
de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teste de patogenicidade do Cryptococcus flavus

Nao foi observado nenhum tipo de hemolise nas quinze placas analisadas. Este
resultado encontrado verifica a ndo patogenicidade do Cryptococcus flavus perante hemacias
de carneiro, resultado que pode ser extrapolado para mamiferos devido a grande semelhanca
das hemacias. O fato do Cryptococcus flavus ndo ser patogénico nos respalda da sua
manipula¢do em laboratorio, com a devida seguranga, assim como outros microrganismos.

O Cryptococcus flavus esta sendo usado para produgdo biotecnoldgica de diversas
enzimas como amilase e lipase, importantes para vdarios tipos de industrias. Para
aplicabilidade das enzimas produzidas pelo Cryptococcus flavus na alimentagdo animal ¢
necessario algumas informagdes sobre sua patogenicidade. Por se tratar de um microrganismo
selvagem, encontrado nos solos do cerrado brasileiro, ainda tem-se pouca informagdo sobre
sua patogenicidade.

Criptococose ¢ uma infeccdo fungica sistémica, predominantemente oportunistica,
causada pela levedura encapsulada Cryptococcus neoformans, a qual afeta o sistema nervoso

central, respiratorio e tegumentar. O comprometimento da resposta imune ¢ o principal fator
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predisponente para a ocorréncia da doenga, sendo os pacientes com doencas
imunodepressoras como a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids), neoplasias
linfoproliferativas ou sarcomas, sob tratamento imunossupressor ou transplantados, mais
suscetiveis a doenca (KNOW-CHUNG & BENNETT, 1992; MITCHELL & PERFECT,
1995; CASADEVALL & PERFECT, 1998; PAPPALARDO & MELHEM, 2003). Devido a
extrema patogenicidade do Cryptococcus neoformans houve uma preocupagao de se trabalhar

com Cryptococcus flavus.

3.2. Inducio com amido, milho moido e racio pré-inicial

O meio de inducdo que apresentou maior dosagem de agucar redutor liberado foi o
milho moido, com média de 1,09 umol, sendo o pior para a producdo de amilase de 2,48
U/mL, provavelmente devido a alta concentragdo de glicose no meio. O amido apresentou
menor liberacdo agucar redutor (0,87 umol) e producdo intermedidria de amilase (3,45
U/mL). A maior producdo de amilase foi com o meio de inducdo da ragdo pré-inicial (4,53
U/mL) e foi 0 meio que produziu agticar redutor intermediario (0,97 umol). O melhor meio de
indugdo para a produgao da a-amilase pelo Cryptococcus flavus foi a ra¢ao pré-inicial com
custos baixos para sua aplicacdo na nutri¢ao avicola. Outra alternativa, seria utilizar meios
com uma porcentagem menor dos ingredientes usados, em vez de 2 g/mL.

A Tabela 3 apresenta os dados analisados de agucar redutor e atividade de amilase
estatisticamente e para melhor visualizagdo da interacdo dos meios com as horas, sdo
mostradas nas Figuras 1 e 2.

O perfil apresentado para as horas dos meios induzidos comprova que ha maior
liberagdo de agticar redutor no meio induzido, com 24 horas para milho, seguido de racdo pré-
inicial e amido com menor liberagao.

Para atividade da enzima a-amilase, o melhor meio para producdo foi a ragao pré-
inicial.

Os dados analisados comprovam que o meio induzido com ragdo pré-inicial a 2%
usando o Cryptococcus flavus, no periodo de 24 horas, apresenta maior producdo de amilase

com menor tempo de producao, produzindo liberagao de agticar redutor.
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Tabela 3. Teores de agucar redutor e atividades da a-amilase resultados dos meios testados

com 2% de milho, amido e ragdo pré-inicial nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas

Meios Acgucar Redutor (micromol) Amilase (U/mL)
Milho Moido 1,09a 2,48¢c
Amido 0,87¢ 3,45b
Racao pré-inicial 0,97b 4,53a
Valor de P 0,00012 0,00002
Tempo (horas) Agucar Redutor (micromol) Amilase (U/mL)
24 0,88b 4,76a

48 0,95ab 2,17¢

72 1,06a 3,18bc

96 1,03ab 3,51b

120 0,98ab 3,81ab
Valor de P 0,01746 0,00013
Interagdo (racdo e tempo) Acucar Redutor (micromol) Amilase (U/mL)
Milho * 24 1,12a 0,1b
Milho * 48 1,12a 0,1b
Milho * 72 0,98a 3,6la
Milho * 96 1,12a 4,60a
Milho * 120 1,12a 4,20a
Amido * 24 0,87ab 4,87a
Amido * 48 0,75b 2,.92a
Amido * 72 1,08ab 2.91a
Amido * 96 0,84ab 3,12a
Amido * 120 0,81b 3,42a
Racdo pré-inicial * 24 0,65b 9,41a
Racao pré-inicial * 48 0,97a 3,59b
Racdo pré-inicial * 72 1,12a 3,02b
Ragao pré-inicial * 96 1,12a 2,81b
Racdo pré-inicial * 120 1,00a 3,81b
Valor de P 0,00188 0,00000

CV (%) 8,56 18,95

®“M¢edias seguidas por letras distintas na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.
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Figura 1. Liberagdo de agucar redutor dos meios de milho, amido e ragdo pré-inicial.
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Figura 2. Atividade de amilase dos meios constituidos de milho, amido e ragao pré-inicial.

3.3. Meios induzidos com extrato de levedura combinado com sulfato de amonio, uréia,

racao, amido e YNB

Novos meios para producdo enzimatica estdo sendo testados, principalmente com
subprodutos das industrias, pois apresentam fontes variadas de substratos. Um dos substratos
utilizados neste experimento, racdo pré-inicial, apresenta varios substratos para acdo do
Cryptococcus flavus na produgdo enzimatica. Este experimento tem o objetivo de avaliar, as
combinagdes ¢ quantidades.

Os resultados das atividades da enzima encontrados nos meios num periodo apds 24 ¢

48 horas sao apresentados na Tabela 4.
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De acordo com as maiores médias de atividade da enzima amilase, analisou-se a
concentragdo de aglcares redutores e proteina solivel por BRADFORD para os tratamentos
com extrato de levedura (0,34%) e ragdo (1%), extrato de levedura (0,34%), uréia (2,5g/L) e

amido (0,50%) e com o YNB. Os resultados sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 4. Atividades da a-amilase no periodo de 24 e 48 horas com meios testados com

variagdes e os asteriscos indicam auséncia do reagente

Amilase
Meios Testados (U/mL)

Extrato de Sulfato de YNB' 24hs 48hs
Meios  levedura (%) amonio Uréia Ragdo Amido
1 0,34 * * 1% * * 5,76 9,58
2 0,34 * * 0,50% * * 6,28 8,32
3 0,34 Sg/L * 1% * * 5,73 8,80
4 0,34 S5g/L * 0,50% * * 5,92 8,70
5 0,34 2,5g/L * 1% * * 5,40 8,96
6 0,34 2,5g/L * 0,50% * * 4,55 8,99
7 0,34 Sg/L * * 1% * 6,45 6,94
8 0,34 5¢g/L * * 0,50% * 6,58 7,03
9 0,34 2,5g/L * * 1% * 6,46 7,13
10 0,34 2,5g/L * * 0,50% * 4,84 7,44
11 0,34 * S5g/L 1% * * 5,76 1,43
12 0,34 * S5¢g/L 0,50% * * 5,23 1,00
13 0,34 * 2,5¢/L 1% * * 5,17 1,28
14 0,34 * 2,5¢g/L 0,50% * * 5,01 0,49
15 0,34 * S5g/L * 1% * 5,53 1,69
16 0,34 * 5¢g/L * 0,50% * 0,01 1,20
17 0,34 * 2,5g/L * 1% * 4,28 8,91
18 0,34 * 2,5g/L * 0,50% * 5,98 9,01
19 * * * * * 2% 6,67 9,15

' Yeast Nitrogen Base

* Auséncia do componente
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Tabela 5. Teores de amilase, agucar redutor, proteina e atividade especifica dos meios testados

Meios Amilase  Agucar Proteina Atividade
(U/mL) redutor (mg) Especifica
(umol) (U/mg)
Extrato de levedura e ragdo 9,58 0,353¢ 32,80a 0,292b
Extrato de levedura, uréia e 9,01 0,716a 19,42b 0,463a
amido
YNB! 9,15 0,431b 18,01b 0,508a
Valor de P 0,09750  0,00018 0,0050 0,00065
CV (%) 1,94 2,50 3,21 5,69

¢ Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.
!'Yeast Nitrogen Base

Estes resultados explicam, porque o meio usado foi extrato de levedura e racao, pois ¢
0 meio extremamente rico, em minerais, lipideos e aminoacidos para se utilizar (Tabela 1).
Descartou-se logo, a utilizagdo do meio YNB, pois ¢ um meio que contém somente
aminodcidos, além de ser um meio menos vidvel economicamente para se utilizar em grande
escala na produgao enzimatica. O meio utilizado para a produgdo da amilase foi padronizado e
a partir dai iniciou-se a produgdo para aplicacdo nas ragdes animais.
Toda a producdo foi verificada com laminas de gram, para verificacdo de contaminacdo de
bactérias do meio, utilizando o microscopio. Quando constatada a presenca de bactérias o
meio foi descartado, para que nao houvesse interferéncia na producao de amilase pelo

Cryptococcus flavus. Com isso, evitou-se a contamina¢ao do meio com produtos indesejaveis.
3.4. Producio no reator de 2 litros

Para tentar maior producdo enzimatica, utilizou-se produgdo no reator de 2 litros,
sendo uma opg¢ao para se aumentar a quantidade de enzima.

As atividades apresentadas para a producao no reator foram apresentadas na Tabela 6

abaixo:
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Tabela 6. Produgdo da enzima a-amilase no reator de 2 litros para agucar redutor, proteina,

atividade amilase e atividade especifica.

Parametros analisados

Periodo Acucar redutor liberado Proteina Amilase Atividade
(horas) (umol) (mg) (U/mL) Especifica
(U/mL*mg)
24 0,118° 17,375° 5,374¢ 0,309"
48 0,700* 18,312° 8,114% 0,443°
72 0,500" 9,432 6,273 0,674
Valor de P 0,00000 0,00003 0,00000 0,00075
CV (%) 7,78 5,94 2,32 12,25

¢ Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.

Pelos resultados encontrados, comprovou-se que o reator acompanha 0 mesmo tempo
otimo para a reacdo feita em agitador que ¢ de 48 horas, pois a melhor atividade da enzima
(8,114U/mL) e da liberagdo de agucar redutor (0,700umol) acontece neste tempo, mesmo

sendo a atividade especifica intermediaria (0,443U/mL*mg).
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PRODUCAO DA ENZIMA a-AMILASE DE Aspergillus niger HM2003

1. INTRODUCAO

As amilases de fungos filamentos como o Aspergillus sp ja sdo bem estudadas em
processos industriais de vdrias areas.

As amilases fingicas normalmente obtidas a partir de Aspergillus oryzae, Aspergillus
niger, Aspergillus awamori ou espécies de Rhizophus tém sido utilizadas como suplemento na
atividade amilolitica. Enzimas desta origem tém como finalidade o aumento dos niveis de
monossacarideos e dissacarideos fermentaveis, promovendo uma melhor condi¢do ao
fermento (NAGODAWITHANA & REED, 1993).

Conforme PANDEY et al. (2005), as enzimas amiloliticas também sdo produzidas por
fungos filamentosos, sendo preferidas espécies de Aspergillus e Rhizopus, todavia, as enzimas
produzidas por Aspergillus dominam o mercado por serem mais tolerantes a temperaturas
elevadas.

Para auxiliar o processo digestivo de frangos de corte, objetivou-se a producdo da
enzima o-amilase, com meios mais econdmicos produzido pelo fungo Aspergillus niger

HM2003 para acréscimo na ragao das aves, num periodo de 1 a 21 dias de idade.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

A produgdo da enzima o-amilase de Aspergillus niger HM2003 foi feita no

Laboratério de Biotecnologia da Universidade do Rio Grande do Sul.
2.2. Manutenc¢ao

O método utilizado para a conservagdo das cepas foi repicagem em agar Sabouraund
comercial. O meio foi autoclavado e colocado em tubos inclinados. Depois de inoculados
foram incubados a 28°C por oito dias. Os esporos foram recuperados da superficie do meio

utilizando-se dgua destilada estéril contendo 0,2% de Tween.
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2.3. Producao

Usou-se uma suspensdo de esporangiosporos (solucao de esporos) na concentragdo de
10° esporos/mL, a concentragio de esporos na suspensio foi estimada pela contagem em
microscopio usando camara de Neubauer (RAIMBAULT & ALAZARD, 1981).

O ensaio de produgdo de amilase foi realizado utilizando o meio de cultivo preparado
com 10g/L de proteina de soja comercial, desengordurada PS 60 da empresa OLVEBRA S.A.
(Tabela 1) e 10g/L de amido soluvel. O pH do meio foi ajustado para pH 7,0 antes do
processo de esterilizagdo. Os mesmos foram cultivados em triplicata em 25mL de meio,
utilizando um frasco Erlenmeyer de 125mL e incubados por 72 horas, em agitador de
plataforma, regulado a 200 rpm e 28°C. A cada 12 horas de incubagio foram retiradas
aliquotas de 400uL do meio, centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos, para determinagdo da
atividade.

Foi utilizada sais a0 meio de cultivo no meio de produ¢do da amilase, como mostrado
na Tabela 2.

A solugdo foi colocada no reator de 2 litros esterilizado, que ficou por 24 horas,
fazendo-se controle de laminas de gram, para ndo haver contamina¢ao do meio.

Posteriormente utilizou-se outro reator de 6 litros esterilizado com o meio de indugao
de 1% de proteina de soja e 1% de amido comercial, fazendo-se também o controle com
laminas de gram, para verificar a isen¢do de contaminagdo. Somente a partir destas etapas ¢
que houve a inoculagdo no reator de 100L.

O biorreator contendo o meio de producdo foi autoclavado a 121°C por 1 hora. Neste
ensaio, foram mantidos os pardmetros de agitagdo de 180 rpm, taxa de aeracdo de 1,0 vvm e
temperatura de 28°C.

Nesta fase também foi feito a verificacdo de contaminagdo com laminas de gram.
Depois de fermentado por 48 horas, o produto foi para um concentrador, onde se tirou a
biomassa e concentrou-se a amostra. A concentragdo foi feita por membrana de ultra filtracao

de celulose regenerada com poro de 10 kDa e de 50 kDa.
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Tabela 1. Composi¢ao percentual média da proteina de soja, OS 60 e composigao média em

aminoacidos
Proteina de soja PS 60 Composicao média (%)
Umidade 6,00
Proteina (N x 6,25) 60,00
Lipideos 1,50
Cinzas 7,50
Fibras 1,50
Carboidratos 23,5
Aminoacidos

Acido aspartico 6,49
Acido glutimico -
Alanina 1,66
Arginina 5,83
Cistina 8,26
Fenilalanina 3,11
Glicina 1,56
Hidroxiprolina -
Histidina 0,46
Isoleucina 2,01
Leucina 4,15
Lisina 2,45
Metionina 0,43
Prolina 3,31
Serina 2,40
Tirosina 1,12
Treonina 5,03
Triptofano 0,74
Valina 3,41

Fonte: OLVEBRA (2003).
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Tabela 2. Solucao de sais adicionados aos meios de cultivo

Componente Concentracao (g/L)
MgSO4. TH,O 30
MnSO.. H,O 2
ZnS0O4. TH,0O 2
FeSO4. 7TH,0 2

2.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida para os meios dos microrganismos

Cryptococcus flavus e Aspergillus niger HM2003

O gel com técnica de Eletroforese de Proteinas em Gel Desnaturante de Poliacrilamida
(SDS-PAGE) foi feito para verificagao da presenga de proteinas com 48 horas de indugdo nos
meios com extrato de levedura (0,34%) e ragdo (1%) com Cryptococcus flavus e proteina de
soja (1%) e amido comercial (1%) com Aspergillus niger HM2003.

Para feitura da Eletroforese de Proteinas em Gel Desnaturante de Poliacrilamida (SDS-
PAGE), foi feita a Acrilamida:Bis-acrilamida (39:1), tampdes Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, Tris-
HCl 1 M pH 6,8, SDS 10% (p/v), persulfato de amodnia (1:10), 10% (p/v) Acido
Tricloroacétido (1:1), Tampao de Amostra, Tampao de corrida — Tris-glicina, utilizou-se o
marcador de massa molecular para proteinas. Para a revelagdo das proteinas usou-se corante
azul de “coomassie” com solugdo corante e solu¢do descorante para ‘“coomassie blue”,
coloracdo com nitrato de prata com solucdo de fixagdo, solu¢do de lavagem, solucdo de
tratamento, solucao de equilibrio, solucao de revelacdo, solugdo de parada, solucdo descorante
para prata, solu¢do de encolhimento de géis.

A eletroforese de proteinas foi conduzida em gel desnaturante de poliacrilamida
segundo a descricio de LAEMMLI (1970) em um sistema de eletroforese da Amersham®
(Mighty Small™ SE245 — Dual Gel Caster), onde se preparou os géis: gel concentrador e o

gel separador.

Preparo das Amostras

As amostras protéicas foram precipitadas na presenca de 10% de TCA,
homogeneizadas e incubadas em banho de gelo e 4agua por 1 h, em seguida, submetidas a
centrifugacio a 8000 g a 4°C por 10 min. O sedimento foi lavado com 500 pL de acetona

gelada. Apds ser submetida a centrifuga¢do nas mesmas condigdes anteriores, o sedimento foi
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ressuspenso com tampao de amostra, fervido por 5 min e analisado imediatamente ou

estocado a -20 °C.

Corrida Eletroforética
A corrida foi conduzida em tampao de corrida 1X com uma voltagem constante de 80

V utilizando o sistema de eletroforese vertical.

Coloracao com “Coomassie Blue”
As bandas protéicas presentes no gel foram visualizadas apos a incubagdo deste por 15
h, sob agitacdo, na solucdo corante preparada com “Coomassie Brilliant Blue”, seguida pela

descoloragdo, incubando o gel por 30 min, sob agita¢do, na solu¢do descorante.

Coloracio com prata pelo Método de BLUM et al. (1987)

Apo6s a corrida, as bandas protéicas presentes no gel foram reveladas utilizando-se o
método descrito por BLUM et al. (1987). O gel foi incubado, sob agitagao, por 1 h na solugado
fixadora, em seguida, lavado trés vezes com solucdo de lavagem por 20 min cada vez. Apos
as lavagens o gel foi incubado na solucdo de tratamento por 1 min, lavado 3 vezes com agua
destilada durante 30 segundos cada e, em seguida, incubado por 20 minutos na solugdo de
equilibrio. Novamente o gel foi lavado com 4dgua destilada por duas vezes de 20 segundos
cada e revelado com a solucdo de revelagdo. A reacgdo foi interrompida, apds o aparecimento

das bandas, transferindo-se o gel para a solugdo de parada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gel com a banda de numero um representa o meio extrato de levedura (0,34%) e
ragdo (1%) com Cryptococcus flavus e¢ o nimero dois proteina de soja (1%) e amido
comercial (1%) com Aspergillus niger HM2003, o simbolo M ¢ o marcador molecular (Figura
1).

No meio com extrato levedura e ragdo do Cryptococcus flavus ha grande concentragido
de outras proteinas, o que pode ser justificado a presenca de outras enzimas no meio. Peso
molecular encontrado por WANDERLEY et al. (2004) para a-amilase de Cryptococcus flavus
foi de 75kDa, utilizando varios processos para purificagdo. Meio com proteina de soja e

amido do Aspergillus niger HM2003, observa-se duas bandas proeminentes, o que indica que
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a concentracao serviu para a purificagao do extrato. MITIDIERI et al. (2006) trabalharam com
Aspergillus niger L119 e encontraram peso molecular de 60kDa, todavia para Aspergillus

niger HM2003, nao se pode afirmar ao certo, devido a presenga das duas bandas.

M 1

|

116 kDa

66,2 kDa

45 kDa

35kDa

25KDa

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com (M) marcador molecular e os meios: (1)
extrato levedura e ragdo do Cryptococcus flavus e (2) proteina de soja e amido do
Aspergillus niger HM2003.

4. CONCLUSOES

O Cryptococcus flavus ¢ um produtor de amilase em potencial, sendo uma levedura
ndo patogénica, apresentando varios meios para sua produ¢do com atividades viaveis para

aplicacdo na alimentacdo de frangos de corte.
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O Aspergillus niger HM2003 ¢ um fungo produtor de amilase, sendo também um

produtor de amilase para incremento na alimentagdo de frangos de corte.

5. REFERENCIAS

BLAZEVIC, D. J. & EDERER, G. M. Principles of biochemical tests in diagnostic
microbiology, New York: John Wiley & Sons,. 1975, 136 p

BLUM, H.; BEIER, H.; GROSS, H.J. Improved silver staining of plant proteins, RNA and
DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis, v.8, p.93-99, 1987.

BRAMBILLA, E. M. Obtenc¢do do amido de milho através da moagem via umida e seus
diferentes tipos de modificacio quimica. Arapongas: Universidade do Norte do Parana.
126p. Monografia (Conclusdo de curso superior). Universidade do Norte do Parana, 2001.

BUZZINI, P. & MARTINI, A. Extracellular enzymatic activity profiles in yeast and yeast-
like strains isolated from tropical environments. J. Appl. Microbiol., v.93, n.6, p.1020-1025,
2002.

CASADEVALL, A. & PERFECT, J. R. Cryptococcus neoformans. Washington, DC:
American Society for Microbiology Press, 1998. 541p.

CHEEKE, P.R. Rabbit feeding and nutrition. 3.ed. Oregon: Academic Press 1987. 380p.
DE BLAS, C. Alimentacion del conejo. 3.ed. Madrid: Mundi-Prensa, 1984. 175p.

EDUARDO, M. P. Hidrolise enzimatica de mandioca e puba para obtenc¢io de xarope de
maltose. Piracicaba: Escola Superior de Agricultura Luiz de Queir6éz. 54p. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Escola Superior de Agricultura Luiz de Queir6z, 2002.

FUWA, H. J. A new method for microdetermination of amylase activity by use the amylose
as the subsbtrate. Journal Biochemical, v.41, p.583-603, 1954.

GUPTA, R. et al. Microbial a-amylases: a biotechnological perspective. Process
Biochemistry, v.00, p.1-18, 2003.

HANKIN, L. & ANAGNOSTAKIS, S. L. The use of solid media for detection of enzymes
production by fungi. Mycolegia, v.67, n.3, p.597-607, 1975.

HAQ, I.; ASHRAF, H.; QADEER, M. A.; IQBAL, J. Pearl millet, a source of alpha amylase
production by Bacillus licheniformis. Bioresour. Technol., v.96, n.10, p.1201-1204, 2005.

HAQ, I.; ASHRAF, S.; OMAR, S.; QADEER, M. A. Biosynthesis of Amyloglucosidase by
Aspergillus niger using wheat bran as substrate. Pak. J. Biol. Sci., v.5, n.9, p.962-964, 2002.

JACQUES, K., LYONS, T. P., KELSALL, D. R. The alcohol textbook. 3.ed. Nottingham:
Nottingham Press, 1999. 386p.

KADO, C. I. Methods in Plant Bacteriology. University of California-Davis: Department of
Plant Pathology, 1977. p.86

KARAM, L. B. Propriedades funcionais de multi-misturas de amidos de milho,
mandioca e cara e sua relacdo com as caracteristicas fisicas e moleculares. Londrina:

40



Universidade Estadual de Londrina, 2003. 133p. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos)
— Universidade Estadual de Londrina, 2003.

KARIM, A. A.; NORZIAH, M. H.; SEOW, C. C. Methods for the study of starch
retrogradation. Food Chemistry, v.71, n.11, p.9-36, 2000.

KIRALY, Z., KLEMENT, A., SOLIMOSY, F. & VOROS, J. Methods in Plant Pathology.
Budapest: Akademiai Kiado, 1970. 509p.

KNOW-CHUNG, K. J. & BENNETT, J. E. Medical Mycology. Philadelphia: Lea e Figiber,
1992. 866p.

LACERDA, L.G. Uso de técnicas termoanaliticas na caracterizacdo da hidrdlise
enzimatica parcial de amidos de matérias-primas tropicais. Ponta Grossa: Universidade
Estadual de Ponta Grossa, 2006. 80p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2006.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v.227, p.680-685, 1970.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugar.
Analytical Chemistry., v.31, p.426-428, 1959.

MITCHELL, T.G.; PERFECT, J.R. Cryptococcosis in the era of AIDS — 100 years after the
discovery of Cryptococcus neoformans. Clinical Microbiology Reviews, v.8, n.4, p.515-48,
1995.

MITIDIERI, S., MARTINELLI, A. H. S., SCHRANK, A., VAINSTEIN, M. H. Enzymatic
detergent formulation containing amylase form Aspergillus niger: a comparative study with
commercial detergent formulations. Bioresource Technology, v.97, n.10, p.1217-1224, 2006.

NAGODAWITHANA, T. & REED, G. Enzymes in Food Processing. 3.ed. New York:
Academic Press Inc., 1993, 480p.

OLIVEIRA, A. N., OLIVEIRA, L. A., ANDRADE, J. S., CHAGAS-JUNIOR, A. F.
Produgdo de amilase por rizobios, usando farinha de pupunha como substrato. Ciénc. Tecnol.
Aliment., v.27, n.1, p.61-66, 2007.

PANDEY, A.; WEBB, C.; SOCCOL, C. R.; LARROCHE, C. Enzyme Technology. 1* ed.
New Delhi: Asiatech Publishers, Inc, 2005. 760p.

PAPPALARDO, M. C. S. M. & MELHEM, M. S. C. Cryptococcosis: a review of the
Brazilian experience for the disease. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao
Paulo, v.45, n.6, p.299-305, 2003.

RAIMBAULT, M.; ALAZARD, D. Culture Method to Study Fungal Growth in Solid State
Fermentation. European Journal of Applied Microbiology and Biotechnology, v.9, n.3,
p-199-209, 1980.

RAMESH, B.; REDDY, P. R. M, SEENAYYA, G.; REDDY, G. Effect of various flours on
the production of thermostable B-amylase and pullulanase by Clostridium thermosulfurogenes
SV2. Bioresour. Technol., v.76, n.2, p.169-171, 2001.

ROSTAGNO, H.S., ALBINO, L.F.T, DONZELE, J.L., et al 2005. Composi¢ao de alimentos
e exigéncias nutricionais. Tabelas brasileiras para aves e suinos; 2. ed. Editora UFV, Vicosa,
2005. 186p.

SAKANO, Y., HIRAIWA, S., FUKUSHIMA, J. & KOBAYASHI, T. Enzymatic properties
and action patterns of Thermoactinomyces vulgaris a-amylase. Agric. Biol. Chem., v.46, n.5,
p.1121-1129, 1982.

41



TESTER, R.F., KARKALAS, J., QI, X. Starch-composition, fine and architecture. Journal of
Cereal Science, v.39, n.2, p.151-165, 2004.

VAN DER MAAREL, M.J.E.C. et al. Properties and applications of starch-converting
enzymes of the a-amylase family. Journal of Biotechnology, v.94, n.2, p.137-155, 2002.

WANDERLEY, K. J., TORRES, F. A. G., MORAES, L. M. P, ULHOA, C. J. Biochemical
characterization of alpha-amylase from the yeast Cryptococcus flavus. Fems Microbiology
Letters, v. 231, n.2, p. 165-169, 2004.

42



CAPITULO 2

CARACTERIZACAO BIOQUiMICA DA o-AMILASE DO EXTRATO DE
Cryptococcus flavus

1. INTRODUCAO

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas industriais e sdo de grande
interesse na biotecnologia atual. Embora possam ser derivadas de diversas fontes, as de
origem microbiana sdo geralmente as mais procuradas pelas industrias (OLIVEIRA et al.,
2007).

A produgdo de a-amilases por leveduras ndo ¢ fato comum, pois bactérias das espécies
de Bacillus sp e fungos filamentosos como Aspergillus dominam o mercado das amilases.
PANDEY et al. (2005) afirmaram que espécies de Aspergillus e Rhizopus sao muito utilizadas
e as enzimas produzidas por Aspergillus dominam o mercado por serem mais tolerantes a
temperaturas elevadas.

A oa-Amilase (1,4-a-D-glucano glucanohidrolase, EC 3.2.1.1) sdo endoenzimas que
hidrolisam liga¢des glicosidicas do tipo a-1,4 do amido de forma aleatdria liberando unidades
de glicose, maltose, maltotriose e dextrinas de alta massa molar e é capaz de quebrar ligagdes
a-1,6 proximas (PRETORIUS et al., 1991).

WANDERLEY et al., 2004, descobriram que o Cryptococcus flavus, uma levedura
isolada dos solos do cerrado, produz a-amilase termoestdvel de baixo Ky, que pode ter
aplica¢des na industria.

PEREIRA (2002) e WANDERLEY et al. (2004) comprovaram a existéncia de apenas
uma forma de a-amilase produzida e secretada no meio de cultura do Cryptococcus flavus.

Quando enzimas exogenas sao acrescentadas na dieta de aves, elas devem ser ativadas
em condicdes fisiologicas do trato digestivo com finalidade de realizar suas funcgdes. A
atividade enzimatica ¢ influenciada pelo pH da digesta (AO, 2005).

A aplicacdo das enzimas na alimentagdo de aves, depende de variaveis para que nao
ocorra a desnaturagao da enzima. Dessa forma, ¢ necessario saber a caracterizacao da enzima,

como comportamento mediante diferentes intervalos de pH, temperatura e sua estabilidade

43



para posterior suplementacdo na dieta de aves. VANBELLE (1999) cita que no papo o pH ¢
de 5,5 e o tempo da taxa de passagem ¢ de 50 minutos, no proventriculo e moela, o pH ¢ de
2,5 a 3,5 e o tempo de passagem ¢ de 90 minutos, no intestino especificamente no duodeno,
jejuno e ileo, o pH varia de 5,0 a 7,5 e o tempo de passagem 75 minutos.

Em vista do potencial de produgdo da enzima a-amilase pelo Cryptococcus flavus, foi
feita a caracterizagdo da enzima, usando ragdo pré-inicial como substrato para sua produgdo
para aplicacdo na nutricdo de frangos de corte.

O objetivo deste trabalho foi testar a enzima sob diferentes condi¢cdes como, condi¢des
simuladas de temperatura de feitura da ragdo e da temperatura corporal dos animais,

condigdes simuladas de acidez gastrica e verificar sua atividade catalitica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

A caracterizagdo bioquimica da o-amilase de Cryptococcus flavus (levedura isolada de
solo do cerrado) foi feita no Laboratorio de Enzimologia do Instituto de Ciéncias Biologicas

da Universidade Federal de Goiés.

2.2. Manutencio

Para a manutengdo do Cryptococcus flavus, utilizou-se placas de Petri, contendo o
meio com 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose, tampao fosfato pH 5,5,

mantida na temperatura de 28°C.

2.3. Producao da enzima

A producdo da o-amilase de Cryptococcus flavus foi feita em meio liquido,
consistindo no pré-indculo, com colonias inoculadas em 10 mL de meio contendo 0,67% de
extrato de levedura e 2% de glicose e tampao fosfato 5,5 que foi incubado sob agitagdo
constante de 180 rpm, a 28°C, por 24 horas. Foi transferido um mL do pré-indculo para
frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL do meio de indugdo contendo extrato de

levedura (0,34%) e ragdo pré-inicial (1%), a composicdo dos ingredientes da racdo sdao
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mostrados na Tabela 1. A partir desta fase, produziu-se a enzima em agitador com rotacao de
180 rpm e 28°C, com producio de 48 horas de indugdo para determinagdo das caracteristicas

bioquimicas.

Tabela 1. Composicdo percentual e nutricional da racdo pré-inicial (1-7 dias), na matéria
natural.

Ingredientes (kg) Quantidade
Milho 58,954
Farelo de soja 34,877
Oleo vegetal 1,690
Fosfato bicalcico 1,905
Calcario 0,924
Sal 0,447
L-Lisina.HCI (%) 0,353
DL-Metionina99(%) 0,351
Premix mineral/vitaminico 0,500
Composicio Quimica

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.950
Proteina (%) 22,000
Triptofano (%) 0,293
Lisina (%) 1,466
Metionina + cistina (%) 1,041
Metionina (%) 0,684
Treonina (%) 0,850
Sadio (%) 0,223
Célcio (%) 0,939
Fosforo disponivel (%) 0,470

'Suplemento mineral e vitaminico. Micromim Aves (suplemento mineral em mg): Manganés 150.000,
Zinco 100.000, Ferro 100.000, Cobre 16.000, Cloreto de Colina 60.000 € Iodo 1.500. Premix Inicial
(Suplemento vitaminico): Vitamina A 8.000.000 UI, Vitamina D; 2.000.000 Ul, Vitamina E 15.000
Ul, Vitamina K 1.800mg, Vitamina B; 1.800 mg, Vitamina B, 6.000 mg, Vitamina Bs 2.800 mg,
Vitamina B, 12.000 mg, Niacina 40.000 mg, Acido Félico 1.000 mg, Acido Pantoténico 15.000 mg,
Biotina 60 mg, Selénio 300 mg, Antioxidante 30 g.

2.4. Determinacio da atividade amilolitica

O ensaio para medida da atividade amilolitica dextrinizante consiste de 80 puL de
tampao acetato de sodio (50 mmol/L, pH 5,5) foram adicionados 20 pL de amostra enzimatica
e 100 pL de solugdo de amido (1%). A mistura foi incubada a 50°C por 30 minutos e a reagio
interrompida com adicdo de 200 pL de acido acético (1,0 mol/L) e 200 pL da solugdo
iodo/iodeto (1% de iodo em etanol absoluto, 10% iodeto de potassio e dgua destilada na
propor¢do de 1v:1v:3v). O volume foi completado para 10 mL com dgua destilada,

homogeneizado e a absorbancia determinada a 660nm (FUWA, 1954). A quantidade de
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amido consumido ¢ calculada de acordo com a curva padrdo construida com quantidades
crescentes de amido soluvel (0-0,5 mg/mL). Uma unidade (U) de atividade amilolitica
dextrinizante foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 0,1

mg de amido por minuto de reagao.

2.5. Determinacio do pH 6timo

O efeito do pH na atividade da a-amilase de Cryptococcus flavus foi determinado
realizando o ensaio de FUWA (1954), denominado de atividade dextrinizante, baseado na
variacdo da intensidade da cor do complexo iodo-amido. Pelas variagdes de pH apresentadas
no trato gastrintestinal das aves, faz-se necessdrio investigar a atividade da enzima nos
diferentes intervalos de pH, mostrando, portanto, a agdo da enzima na simulagdo das
diferentes concentra¢des hidrogenidnicas (2,0 a 9,0).

Os tampdes utilizados e seus respectivos valores de pH estao dispostos na Tabela 2. A

forca i6nica de todos os tampodes foi ajustada com NaCl.

Tabela 2. Tampdes utilizados na determinacdo do pH 6timo

Tampao (100 mM) pH
Glicina-HC1 2,0;2,5¢3,0
Acetato 3,5;4,0;4,5;50e5,5
Fosfato 6,0;6,5¢7,0
Tris-HCI 7,5;8,0;8,5¢9,0

Um volume de 100 pL da enzima foi pré-incubado na temperatura de 50, 40 e 37°C,
no intervalo de pH 2,0 a 9,0, simulando o trato gastrintestinal. Aliquotas foram retiradas e
analisadas para a atividade amilolitica. As temperaturas usadas equivalem a temperatura
6tima 50°C, temperatura 40°C (temperatura interna da ave no periodo pré-inicial, de 1 a 7 dias
de idade) e de 37°C (temperatura interna da ave no periodo inicial de 8 a 21 dias de idade) em

funcao do pH.
2.6. Determinacio da temperatura 6tima
A temperatura otima foi determinada incubando-se 20uL da enzima com 80uL de

tampao acetato de sodio (50mmol/L, pH 5,5) e 100uL de solu¢do de amido (1%). A atividade
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amilolitica foi realizada incubando as amostras nas temperaturas de 30, 37, 40, 45, 50, 55, 60,

65,70 ¢ 75°C.

2.7. Avaliacao da estabilidade da enzima nos valores de pH 3,0; 6,0 e 8,0

Um volume de 200 pL da enzima foi incubado com 800 pL de tampdo no pH 6timo de
8,0, de 3,0 e de 6,0 nos tempos de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. Aliquotas foram retiradas e

analisadas quanto a atividade amilolitica pelo método de FUWA (1954) conforme descrito.

2.8. Determinaciao da termoestabilidade

Um volume de 500 pL da enzima foi incubado na temperatura 6tima nos tempos de 0,
30, 60, 90 e 120 minutos. Aliquotas foram retiradas e analisadas quanto a atividade amilolitica
conforme método de FUWA (1954). Estes tempos foram escolhidos devido a taxa de

passagem do alimento no trato gastrintestinal da ave.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A o-amilase, assim como as outras enzimas utilizadas na alimentacdo de nao
ruminantes devem resistir ¢ conservar atividade consideravel depois dos processos de
fabricagdo e digestdo. Os fatores que podem influenciar sua estabilidade, entre outros, sdo: a
origem (microrganismo), o tipo de atividade, a composi¢do da dieta, a condicao de feitura da
racdo, o armazenamento, as condi¢des durante o processo digestivo e a acdo de enzimas
endogenas (FRANCESCH, 1996). A estrutura molecular da enzima ¢ bastante fragil e,
conseqiientemente, pode ser desnaturada por calor, alcalis, metais pesados e outros agentes
oxidantes (BORGES, 1997; CLASSEM, 1996).

A oa-amilase foi caracterizada bioquimicamente e os resultados da sua estabilidade sao
apresentados abaixo e interpretados de acordo com o processo digestivo e a temperatura

corporal das aves, correlacionando, assim, com sua fisiologia.
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3.1. Determinag¢iao do pH 6timo

Na Figura 1 verificou-se a influéncia do pH na atividade da a-amilase, medindo a

atividade amilolitica relativa em valores de pH de 2,0 a 9,0 conforme descrito.
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Figura 1: Efeito do pH na atividade da a-amilase produzida pelo Cryptococcus flavus.

De acordo com os dados podemos observar que a enzima apresenta maior atividade na
faixa de pH entre 3,0 a 9,0, tendo uma faixa de pH 6timo de 5,0 a 8,0, similar aos na faixa de
pH de 4,0 a 11,0 (FOGARTY & KELLY, 1979; VIHINEN & MANTSALA, 1989;
HAMILTON et al., 1999; SAITO et al., 1973; KHOO et al., 1994). A maioria das ragdes
apresentam pH por volta de 6,0 a 6,4, com isso, a adi¢ao da enzima a-amilase na ragdo, nao
tem nenhum prejuizo, pois ela fsera estavel.

Este resultado estd de acordo com o obtido para avaliagdo da o-amilase do
microrganismo Aspergillus oryzae que apresenta pH 6timo de 5,0 ¢ tem ampla faixa de
estabilidade, na faixa de 6,0 a 8,0 (PEREVOZCHENKO & TSYPEROVICH, 1972).

WANDERLEY et al. (2004) trabalharam com Cryptococcus flavus e encontraram
valor de pH 6timo de 5,5. IEFUJI et al (1996) encontraram pH 6timo de 6,0 para amilase de
Cryptococcus sp.

Estes resultados sdo importantes, visto que, para aves implica, numa boa atividade nos
pHs de 3,0 até 9,0, ndo havendo desnaturagdo da enzima, quando passar pelo estdmago e
moela ¢ boa atividade no contetido do intestino, variando de 5,0 a 7,5. A atividade da enzima

misturada a ragdo aumenta a possibilidade da baixa desnaturagao.
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A estabilidade da a-amilase a 40°C que equivale a temperatura interna de aves no
periodo de 1 a 7 dias de idade e a 37°C que corresponde a temperatura interna da ave no
periodo de 8 a 21 dias de idade no intervalo de pH de 2,0 a 9,0 ¢ mostrado nas Figuras 2 e 3,
respectivamente. Esta simulacdo, com os resultados apresentados, ¢ importante para

demonstrar a acao da a-amilase no trato gastrintestinal das aves.
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Figura 2. Efeito do pH na atividade da a-amilase de Cryptococcus flavus a 40°C.
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Figura 3. Efeito do pH na atividade da a-amilase de Cryptococcus flavus a 37°C.

Foi observado que ha menor variagdo da atividade da enzima amilolitica a 40°C (82%)
do que 37°C (70,9%), talvez porque a temperatura otima da enzima (50°C) se aproxima mais

de 40°C do que de 37°C. A atividade ¢ extremamente sensivel a influéncia da temperatura
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com diferentes pHs e, assim, podendo influenciar os dados obtidos para atividade relativa.
Essa menor variagdo pode influenciar positivamente na agdo da enzima nos primeiros dias de

vida das aves (1 a 7 dias de idade).

3.2. Determinac¢io da temperatura 6tima

Obtido o valor do pH 6timo, o efeito da temperatura na atividade da a-amilase foi

analisado, em temperaturas variando de 30 a 75°C, conforme descrito. A influéncia da

temperatura na acao da enzima ¢ mostrada na Figura 4.
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Figura 4. Efeito da temperatura na atividade da o-amilase, produzida pelo Cryptococcus

flavus.

Pode-se observar que a enzima apresenta atividade alta na faixa de temperatura entre
30 a 70°C, tendo o valor maximo de atividade enzimatica na temperatura de 50°C. Esse
resultado ¢ bom para aplicabilidade nas ragdes.

Este resultado concorda com o obtido para a a-amilase purificada por WANDERLEY
et al. (2004) do microrganismo Cryptococcus flavus que também encontraram temperatura
o6tima de 50°C. IEFUIJI et al. (1996) encontraram dois valores de temperatura 6tima, 50 e
60°C, e estabilidade até 90°C para o Cryptococcus sp.

Em aves no periodo pré-inicial (1 a 7 dias) que possuem temperatura interna de

aproximadamente 40°C e para aves no periodo inicial (8 a 14 dias), que possuem temperatura
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interna de aproximadamente 37°C, ndo h4 perigo de desnaturar a enzima, uma vez que tem

ampla atividade de 30°C a 70°C.

3.3. Avaliacao da Estabilidade da Enzima nos valores de pH 3,0; 6,0 e 8,0

Para analisar o efeito do valor de pH na estabilidade da a-amilase, a fracdo contendo a
a-amilase foi pré-incubada em tampdes no pH de 3,0, no pH de 6,0 e no pH 6timo de 8,0 por
diferentes tempos (0, 30, 60, 90 e 120 minutos) conforme metodologia descrita. Os resultados

obtidos estdo na Figura 5.
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Figura 5. Estabilidade da a-amilase, produzida pelo Cryptococcus flavus incubada em

tampdes com diferentes valores de pH por determinados intervalos de tempo.

Observa-se que a enzima ¢ muito estavel nas faixas de pH analisadas, pois mesmo
apods incubagdo por 120 minutos, manteve mais de 90% da atividade inicial. Isso indica para
analise do tempo que a enzima e alimento vao passar pelos diversos compartimentos

intestinais e mantendo-se resistentes ao tempo para ndo se desnaturarem.

3.4. Determinacao da termoestabilidade

A estabilidade da a-amilase nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos na temperatura
Otima consta da Figura 6. O processo digestivo das aves demora por volta de lhora e 30

minutos até duas horas.
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Figura 6. Termoestabilidade da a-amilase produzida pelo Cryptococcus flavus e incubada na

temperatura 6tima por 120 minutos.

WANDERLEY et al. (2004), que trabalharam com Cryptococcus flavus em seu
experimento com termoestabilidade, também verificaram que na temperatura 6tima de 50°C, a
atividade relativa durante 60 minutos foi de 90%. Nos dados encontrados neste trabalho, a
termoestabilidade desta enzima no periodo de até 120 minutos ¢ alta, pois os dados analisados
mostram a permanéncia desta enzima com mais de 80% de sua atividade relativa. Como o
tempo de digestdo dos alimentos em aves, demora por volta de 120 minutos, a enzima

suportaria e chegaria ao intestino com 83% de sua atividade.

4, CONCLUSAO

A a-amilase produzida pelo Cryptococcus flavus tem caracteristicas adequadas para
aplicacdo em dietas de aves, pois apresenta boa estabilidade nos pHs fisioldgicos e

temperatura, que se assemelha a temperatura corporal das aves.
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CAPITULO 3

PERFIL DAS BACC)ES IN VITRO COM ACRESCIMO DE COMPLEXO
MULTIENZIMATICO COMERCIAL E a-AMILASE DE Cryptococcus flavus

1. INTRODUCAO

Enzimas sdo proteinas sensiveis a varias condigdes fisico-quimicas. A capacidade da
enzima em ligar ao substrato e permanecer ativa por longos periodos ¢ importante para
produtos que possuem finalidade comercial para aplicagdo na nutricdo animal. Allzyme
Vegpro ¢ um complexo enzimdatico que possui grande espectro de acdo sobre carboidratos e
proteinas presentes em produtos de origem vegetal, tais como farelo de soja e milho e a a-
amilase de Cryptococcus flavus possui agdo sobre a degradagdo do amido.

Tanto o milho quanto o farelo de soja s3o amplamente usados como ingredientes de
racdo para monogastricos. Entretanto, estes produtos sdo caracterizados por possuir fatores
antinutricionais que colaboram para diminuir a digestibilidade e o desempenho e,
conseqiientemente, a produtividade. Como as enzimas sdo especificas para cada substrato, a
selecdo da enzima certa depende dos alimentos incluidos na dieta e disponiveis no mercado.

Uma alternativa para contornar estes problemas ¢ a utilizacao de produtos a base de
enzimas, como o complexo enzimatico e a enzima a-amilase produzida por Cryptococcus
flavus. Para sua aplicacdo eficiente, € necessario que as enzimas possuam alta estabilidade
apds a mistura com seus substratos presentes no milho, farelo de soja ou ragdes. Entretanto,
dados da estabilidade das enzimas presentes no complexo comercial ¢ da e a-amilase de
Cryptococcus flavus, em periodos longos de estocagem, nao sdo ainda conhecidos na
literatura.

Neste caso a adi¢do da a-amilase em racdes de frangos de corte ajuda na digestdo do
amido resistente da dieta e potencializa o processo digestivo, fazendo com que melhorem os
indices produtivos.

No entanto para funcionarem corretamente, as enzimas precisam de certas condi¢des
especificas. Sdo ativas numa faixa estreita de pH e sdo sensiveis a mudancas de acidez ou
alcalinidade em seu meio ambiente. Comparadas as reacdes quimicas, agem muitas vezes sob
condi¢des relativamente brandas em termos de temperatura (temperatura ambiente ou

temperatura do corpo, por exemplo) e de acidez (valores de pH proximo ao ponto neutro). Sao
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altamente especificas, interagindo com um ou alguns substratos especificos e catalisando
somente um tipo de reagdo (CHAMPE & HARVEY, 2000).

As enzimas tém pH 6timo ou regido de pH 6timo no qual sua atividade ¢ maxima; em
valores de pH maiores ou menores sua atividade diminui. Isto ndo é surpreendente porque as
cadeias laterais de alguns aminoacidos agem como acidos ou bases fracos e realizam fungdes
criticas no sitio ativo da enzima. A mudanca no estado de ioniza¢ao (titulacdo) dos grupos no
sitio ativo ¢ uma razdo comum para a variagdo na atividade, porém ele ndo ¢ o unico
(NELSON & COX, 2003).

A quantificacdo de aglicares redutores ¢ bom indicativo para analisar a liberagdo de
carboidratos que serdo prontamente usados para o metabolismo energético do animal. As
proteinas soltuveis indicam quanto estd sendo solubilizado para aproveitamento animal e a
estabilidade e acdo da enzima a-amilase foi analisada para saber o tempo de agdo e se
permanece ativa para a¢ao no trato gastrintestinal das aves.

Neste trabalho avaliou-se a estabilidade enziméatica no milho, farelo de soja e ragdes
pré-inicial e inicial para frangos de corte durante estocagem, assim como a quantidade de

enzima necessaria e o melhor pH de atuacao.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Perfil da o-amilase, acucares redutores e proteina do complexo enzimatico
comercial no milho moido, farelo de soja e racdes para frangos de corte determinado in

vitro.

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Goias. O milho moido e o
farelo de soja foram obtidos na fabrica de ragdo do Departamento de Produ¢do Animal da
Escola de Veterindria da Universidade Federal de Goids. As racdes foram elaboradas,
conforme ROSTAGNO et al. (2005) e a composi¢do das ragdes pré-inicial e inicial para
frangos de corte ¢ apresentada na Tabela 1.

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Enzimologia do Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da UFG. O delineamento inteiramente casualizado foi adotado com oito
tratamentos em esquema fatorial 4 x 2 (ingrediente ou ragdo x presenga do complexo

enzimatico) e trés repeticdes por tratamento.
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Tabela 1. Composicao percentual e nutricional das ragcdes experimentais pré-inicial (1 a 7
dias) e inicial (8 a 21 dias), na matéria natural

Ingredientes (kg) Racgéo pré-inicial Ragdo inicial
Milho 58,954 60,210
Farelo de soja 34,877 33,954
Oleo vegetal 1,690 1,766
Fosfato bicalcico 1,905 1,826
Calcario 0,924 0,890
Sal 0,447 0,429
L-Lisina.HCI (%) 0,353 0,191
DL-Metionina99(%) 0,351 0,234
Premix mineral/vitaminico' 0,500 0,500
Composicido Quimica

Energia metabolizdvel (kcal/kg) 2.950 3.000
Proteina (%) 22,000 20,790
Triptofano (%) 0,293 0,276
Lisina (%) 1,466 1,263
Metionina + cistina (%) 1,041 0,897
Metionina (%) 0,684 0,554
Treonina (%) 0,850 0,809
Sadio (%) 0,223 0,214
Célcio (%) 0,939 0,884
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,442

'Suplemento mineral e vitaminico. Micromim Aves (suplemento mineral em mg): Manganés 150.000,
Zinco 100.000, Ferro 100.000, Cobre 16.000, Cloreto de Colina 60.000 e Iodo 1.500. Premix Inicial
(Suplemento vitaminico): Vitamina A 8.000.000 UI, Vitamina D; 2.000.000 Ul, Vitamina E 15.000
Ul, Vitamina K 1.800mg, Vitamina B; 1.800 mg, Vitamina B, 6.000 mg, Vitamina By 2.800 mg,
Vitamina B, 12.000 mg, Niacina 40.000 mg, Acido Félico 1.000 mg, Acido Pantoténico 15.000 mg,
Biotina 60 mg, Selénio 300 mg, Antioxidante 30 g.

Para compor as parcelas, aliquotas de 30 g de rag¢des pré-inicial e inicial, do milho, do
farelo de soja foram acondicionadas em placas de Petri de acordo com o tratamento. O
acréscimo do complexo enzimatico comercial ocorreu na proporcao de 0,03 g do p6 de acordo
com o tratamento. Os tratamentos aplicados foram os seguintes: milho moido sem enzima,
milho moido com complexo enzimatico comercial, farelo de soja, farelo de soja com
complexo enzimatico comercial, ragdo pré-inicial, ra¢do pré-inicial com complexo
multienzimatico comercial, racao inicial, ragdo inicial com complexo enzimdatico comercial.

O periodo total de avaliagdo das amostras propostas foi de 60 dias. A cada cinco dias,
foram realizadas analises de agucar redutor, segundo MILLER (1956), dosagem de proteina,
conforme BRADFORD (1976), e atividade de a-amilase como descrito por FUWA (1954).

Para andlise destes parametros, pesou-se 0,15 g de cada racdo, do milho e do farelo

soja e acrescentou-se 1 mL de tampao acetato, pH 5,5, 50 mM, que foi centrifugado a 10.000
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rpm por 10 minutos a temperatura de 4°C. Determinou-se agucar redutor pelo método do
DNS, utilizando-se 100 puL da amostra e 900 pL de DNS, este conteudo foi fervido a 100°C
por 5 minutos e feita a leitura em espectrofotdometro a 550 nm. A dosagem da proteina foi
feita pelo método de BRADFORD (1976). Para amilase, utilizou-se 40 pL. de tampao acetato
pH 5,5, 60 uLL da amostra e 100 uL de amido a 1 %, este contetudo foi incubado a 50°C por 30
minutos, posteriormente foi adicionado 200uL de &cido acético (1 molar), 200 puL de solucao
iodo/iodeto (1% de iodo em etanol absoluto, 10 g de iodeto de potassio e dgua destilada na
propor¢ao lv:1v:3v, e completado o volume com 9,4mL de agua destilada (volume final 500

mL). A solugdo foi homogeneizada e foi feita a leitura em espectrofotometro a 660 nm.

2.2. Perfil da a-amilase em rac¢oes de frangos de corte em func¢io do tempo

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Goias. O milho moido e o
farelo de soja foram obtidos na fabrica de ragdo do Departamento de Produg¢do Animal da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goids. As racdes foram elaboradas,
conforme ROSTAGNO et al. (2000) e a composicdo das ragdes pré-inicial e inicial para
frangos de corte ¢ apresentada na Tabela 1.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Enzimologia do Departamento de
Ciéncias Biologicas da UFG. O delineamento inteiramente casualizado foi adotado com oito
tratamentos em esquema fatorial 4 x 2 (ingrediente ou racdo x presenga o-amilase de
Cryptococcus flavus) e trés repeticdes por tratamento.

Para compor as parcelas, aliquotas de 30 g de ragdes, do milho e do farelo de soja
foram acondicionadas em placas de Petri de acordo com o tratamento. Acrescentou-se 2 mL
da enzima o-amilase a base de racao e extrato de levedura com atividade de 9,87 U/mL. Os
tratamentos aplicados foram os seguintes: milho moido sem enzima, milho moido com a-
amilase, farelo de soja, farelo de soja com a-amilase, racdo pré-inicial, ragdo pré-inicial com
a-amilase, racdo inicial, racdo inicial com a-amilase.

O periodo total de avaliacao das amostras propostas foi de 30 dias. A cada cinco dias,
foram realizadas andlises de agucar redutor, segundo MILLER (1956) e atividade de -
amilase como descrito por FUWA (1954).

Para analise destes parametros, pesou-se 0,15 g da ra¢dao, do milho e do farelo soja e
acrescentou-se 1 mL de tampao acetato, pH 5,5, 50 mM, que foi centrifugado a 10.000 rpm

por 10 minutos a temperatura de 4°C. Determinou-se agtcar redutor pelo método do DNS,
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utilizando-se 100 pL da amostra ¢ 900 pL de DNS, este contetdo foi fervido a 100°C por 5
minutos, foi esfriado e lido em espectrofotometro a 550 nm. Para amilase, utilizou-se 40 puL
de tampdo acetato pH 5,5, 60 pL da amostra e 100 pL de amido a 1%, este conteudo foi
incubado a 50°C por 30 minutos, posteriormente foi adicionado 200 pL de 4cido acético (1
molar), 200 pL de solucdo iodo/iodeto (1% de iodo em etanol absoluto, 10 g de iodeto de
potéssio e agua destilada na propor¢do 1v:1v:3v, e completado o volume com 9,4 mL de dgua
destilada (volume final 500 mL). A solucdo foi homogeneizada e foi feita a leitura em

espectrofotometro a 660 nm.

2.3. Perfil da a-amilase em racdes de frangos de corte em fun¢io do pH acido e basico e

da quantidade de enzima

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Goids. As andlises foram
feitas no Laboratério de Enzimologia do Departamento de Ciéncias Biologicas e as ragdes
foram feitas no Departamento de Producdao Animal da Escola de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Goids, usando recomendacdes de ROSTAGNO et al. (2005). A
Tabela 1 s@o racdes a base de milho e farelo de soja (pré-inicial e inicial) e as Tabelas 2 e 3
sdo as ragoes a base de sorgo (pré-inicial e inicial) para frangos de corte.

Pesou-se 30g das ragdes pré-iniciais e Iniciais para frangos de corte, formuladas no
programa Avemix da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias (EV/UFG), em
placas de Petri corretamente identificadas e acrescentou-se a dosagem de 1,0, 2,0 e 3,0 mL de
enzima a-amilase de Cryptococcus flavus com atividades de 9,0 U/mL e auséncia de enzima
no controle. Foram feitas dosagens de acucar redutor, segundo MILLER (1956), em que se
utilizou 100 pL da amostra ¢ 1000 puL de ADNS, este conteudo foi fervido a 100°C por 5
minutos, foi esfriado e lido em espectrofotometro a 550 nm.

Para andlise do agucar redutor, colocou-se a ra¢do no liquidificador e acrescentou-se
100 mL de H,O destilada. Deste material tirou-se uma aliquota e simulou-se os pHs do
estomago e do intestino, com HCI (1 mol/L) e NaOH (1 mol/L), respectivamente, para
analisar se houve perda da atividade enzimatica no estdbmago. Apos medicao do pH normal,
acrescentou-se HCl e esperou-se por volta de 1 hora e 30 minutos para depois alcalinizar o
meio. Fizeram-se, posteriormente as andlises.

O delineamento do experimento consistiu de quatro ragdes: sorgo pré-inicial, sorgo
inicial, pré-inicial e inicial a base de milho e soja, sem enzima e com 1, 2 ¢ 3 ml de enzima,

medidas nos valores de pH 2,5, 6,0 e 8,0.
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Tabela 2. Composicao percentual e nutricional da ra¢do pré-inicial (1 a 7 dias), na matéria

natural
Ingredientes (kg) Quantidade
Sorgo 57,889
Farelo de soja 33,566
Oleo vegetal 3,438
Fosfato bicéalcico 1,964
Calcario 0,932
Sal 0,203
L-Lisina.HCI (%) 0,515
L-Treonina (%) 0,338
DL-Metionina 99 (%) 0,321
Premix. mineral/vitamina' 0,400
Bicarbonato de sodio 0,203
Composicdo Quimica

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.950
Proteina (%) 22,100
Treonina digestivel (%) 0,865
Lisina digestivel (%) 1,330
Metionina digestivel(%) 0,519
Metionina + cistina digestivel (%) 0,700
Fosforo disponivel (%) 0,470
Cloro (%) 0,225
Sadio (%) 0,223
Calcio (%) 0,939

'Suplemento mineral e vitaminico. Micromim Aves (suplemento mineral em mg): Manganés 150.000,
Zinco 100.000, Ferro 100.000, Cobre 16.000 e Iodo 1.500. Premix Inicial (Suplemento vitaminico):
Vitamina A 8.000.000 UI, Vitamina D5 2.000.000 UI, Vitamina E 15.000 Ul, Vitamina K 1.800 mg,
Vitamina B; 1.800 mg, Vitamina B, 6.000mg, Vitamina B¢ 2.800 mg, Vitamina B;, 12.000 mg,
Niacina 40.000 mg, Acido Félico 1.000 mg, Acido Pantoténico 15.000 mg, Biotina 60 mg, Selénio
300 mg, Antioxidante 30 g.
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Tabela 3. Composicao percentual e nutricional da ragdo inicial (8 a 21 dias), na matéria

natural
Ingredientes (kg) Quantidade
Sorgo 63,511
Farelo de soja 32,167
Oleo vegetal 0,000
Fosfato bicéalcico 1,802
Calcario 0,928
Sal 0,502
L-Lisina.HCl 0,332
L-Treonina 0,260
DL-Metionina 99 0,263
Premix. mineral/vitaminico' 0,500
Inerte 0,200
Composicdo Quimica
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.000
Proteina (%) 20,79
Treonina digestivel (%) 0,745
Lisina digestivel (%) 1,146
Metionina + cistina digestivel (%) 0,617
Metionina digestivel (%) 0,447
Calcio (%) 0,884
Sadio (%) 0,214
Fosforo disponivel (%) 0,442

'Suplemento mineral e vitaminico. Micromim Aves (suplemento mineral em mg): Manganés 150.000,
Zinco 100.000, Ferro 100.000, Cobre 16.000 ¢ Iodo 1.500. Premix Inicial (Suplemento vitaminico):
Vitamina A 8.000.000 UI, Vitamina D; 2.000.000 Ul, Vitamina E 15.000 UL, Vitamina K 1.800 mg,
Vitamina B; 1.800 mg, Vitamina B, 6.000 mg, Vitamina B¢ 2.800 mg, Vitamina B;, 12.000 mg,
Niacina 40.000 mg, Acido Folico 1.000 mg, Acido Pantoténico 15.000 mg, Biotina 60 mg, Selénio
300 mg, Antioxidante 30 g.

2.4. Perfil do agticar redutor e proteina soliivel das racées experimentais

O experimento foi realizado na Universidade Federal de Goias. As andlises foram
feitas no Laboratorio de Enzimologia do Departamento de Ciéncias Bioldgicas e as ragdes
foram feitas no Departamento de Produg¢do Animal da Escola de Medicina Veterindria da
Universidade Federal de Goids, usando recomendagdes de ROSTAGNO et al. (2005). A
Tabela 1 sdo ragdes a base de milho e farelo de soja (pré-inicial e inicial) para frangos de
corte.

Para analise destes parametros, pesou-se 0,15 g da ra¢do, do milho e do farelo soja e
acrescentou-se 1mL de tampao acetato, pH 5,5, 50 mM, que foi centrifugado a 10.000 rpm

por 10 minutos a temperatura de 4°C. Determinou-se agucar redutor pelo método do ADNS,
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utilizando-se 100 pL da amostra e 900 pL de ADNS, este conteudo foi fervido a 100°C por 5
minutos, foi resfriado e feito a leitura em espectrofotometro a 550nm. A dosagem de proteina
solubilizada foi analisada conforme BRADFORD (1976).

Analisaram-se as ragdes nos periodos coincidentes com o periodo experimental de

aplicagcdo no campo para as aves, no primeiro, com sete, 14 e 21 dias.

2.5. Analise Estatistica

A anadlise estatistica dos dados foi feita utilizando-se o programa SAS (2000) e o teste
de Duncan, com 5% de probabilidade, foi adotado para comparar as médias, assumindo-se o
esquema fatorial 4 x 2 e a andlise realizada como parcelas subdivididas tendo o tempo como
subparcela (“split-splot”) para o primeiro e segundo experimentos.

A andlise estatistica dos dados obtidos no terceiro e quarto experimentos foram feitos
usando o SAEG 9.5 (2007). As médias do terceiro experimento foram comparadas com o
teste de SNK com 5% de probabilidade e aquelas do quarto experimento foram testadas com o

Tukey com 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Perfil da o-amilase, aciicares redutores e proteina do complexo enzimatico
comercial no milho moido, farelo de soja e racdes para frangos de corte determinado in

vitro

Na dosagem de agucar redutor, o melhor resultado foi encontrado para o farelo de soja
com adi¢do do complexo comercial, seguido do milho moido e das ragdes pré-inicial e inicial,
respectivamente. O pico de liberacdo do agticar redutor ocorreu 20 dias apds a mistura,
apresentando média de 0,389 pmol persistindo até 55 dias, com média inferior a 0,320 pmol.
A liberagdo de acucar redutor tem efeito direto na melhoria da nutri¢do de frangos de corte.

A atividade da a-amilase apresentou perfil semelhante ao do agucar redutor, tendo
maior a¢do no farelo de soja com complexo enzimatico ¢ em seqiliéncia no milho, na racao
inicial e na pré-inicial. Apesar de se esperar que a a¢do da o-amilase fosse maior no milho

moido devido a alta concentragdo de amido, pode ter havido interagdo da a-amilase com as
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outras enzimas do complexo potencializando seu efeito. Seu pico de atividade foi de 7,924
U/mL com 15 dias mas, com 60 dias, a sua atividade se manteve satisfatoria (6,441 U/mL).

O teor protéico soluvel dosado foi numericamente maior, porém sem diferenca
estatistica significativa, tanto no farelo de soja sem o complexo enzimatico quanto naquele
contendo complexo comercial. Como esperado, os valores obtidos para o farelo de soja foram
estatisticamente superiores aos demais tratamentos. Isso se justifica pelo fato de que o farelo
de soja se constitui no principal concentrado protéico das ragdes, € os niveis sdo superiores ao
milho e ragdes testadas. Os resultados das médias gerais sdo apresentados na Tabela 4.

Neste estudo comprova-se a agdo do complexo comercial no farelo de soja como
disponibilizador da proteina soluvel.

Resultado semelhante foi encontrado por MURAKAMI & GARCIA (2005), que
empregaram diferentes niveis de valorizagdo de sete e nove por cento do farelo de soja em
racdes para frangos de corte. Houve comprovagdo que Allzyme Vegpro ¢ efetivo em ragdes
baseadas em milho e farelo de soja na propor¢cdo de energia metabolizavel, proteina e
aminoacidos em 7:7:5, em porcentagem.

Para GRACIA et al. (2003), a suplementagdo de o-amilase numa dieta para frangos de
corte contendo milho melhorou a digestibilidade de nutrientes e desempenho de aves de corte.
Num estudo recente, ONDERCI et al. (2006), concluiram que a adi¢do de cultura de
Escherichia coli que produzia o-amilase do Bacillus stearothermophilus proporcionou
melhora na digestibilidade de nutrientes ¢ no desempenho de frangos que se alimentaram de
dieta baseada em milho. Estes dados s3o importantes para demonstrar que a enzima a-amilase
contribui dentro do complexo multienzimatico Allzyme Vegpro, tanto para dietas a base de

milho como citados pelos autores acima, quanto para este estudo feito com o farelo de soja.
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Tabela 4. Teores de agucar redutor (umol) e de proteina (mg) e atividade da a-amilase em

(U/mL)
Tratamentos Agtcar Redutor (umol) Proteina (mg) o-Amilase (U/mL)
Enzima Auséncia  Presenca  Auséncia Presenca Auséncia Presenca
MM 0,205¢cd 0,243¢c 12,25b 12,33b 6,62¢ 7,97b
FS 0,340b 0,481a 30,09a 29,15a 8,82a 9,09a
RPI 0,167d 0,191d 12,68b 12,82b 2,48¢ 5,78d
RI 0,159d 0,178d 12,27b 11,50b 2,02¢ 5,82d
Dias Acticar Redutor (umol) Proteina (mg) o-Amilase (U/mL)
1 0,216de 15,83cde 6,32b
5 0,205¢ 20,00b 5,15¢
10 0,245cde 17,15¢ 5,26¢
15 0,225cde 24,50a 7,92a
20 0,389a 19,67b 5,92b
25 0,320b 15,67cde 6,25b
30 0,283bc 16,16¢cd 6,50b
35 0,199¢ 14,93de 4,63¢
40 0,131f 14,06e 6,09b
45 0,183¢f 15,10de 6,08b
50 0,273bc 14,16¢e 6,33b
55 0,320b 14,68de 6,10b
60 0,196¢ 14,33de 6,44b
CV(%) 23,25 17,29 18,51

abedef\f¢dias com a mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si com 5% de

probabilidade pelo teste de Duncan.
*(MM) milho moido, (FS) farelo de soja, (RPI) racdo pré-inicial, (RI) ragdo inicial.

3.2. Perfil da a-amilase em ragdes de frangos de corte em func¢io do tempo

A partir da andlise estatistica apresentada com os resultados obtidos para a acdo da
amilase de Cryptococcus flavus misturada na ragdo com 30 dias, obtiveram-se os graficos
para dosagem de agucar redutor e atividade da enzima o-amilase na ragdo (Figura 1 e 2).

O efeito do acréscimo da a-amilase de Cryptococcus flavus na dosagem de agucar
redutor para o milho moido, mostra acdo no tempo de 30 dias, mas € potencializado no final
do periodo. No farelo de soja, o periodo inicial de um a cinco dias e depois de 20 dias tem
uma agdo maior. As ragdes t€m efeito do acréscimo da enzima, mais potencializado nos

primeiros dias, para a ra¢ao pré-inicial de um a 15 dias e para ragdo inicial de um a cinco dias.
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Figura 1. Teores de acucar redutor no milho moido sem amilase (MM) e com amilase
(MMA), farelo de soja sem amilase (FS) e com amilase (FSA), ra¢do pré-inicial
sem amilase (RPI) e com amilase (RPIA) e ragdo inicial sem amilase (RI) e com

amilase (RIA) num periodo de 30 dias.
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Figura 2. Teores de acucar redutor no milho moido sem amilase (MM) e com amilase
(MMA), farelo de soja sem amilase (FS) e com amilase (FSA), ragdo pré-inicial
sem amilase (RPI) e com amilase (RPIA) e ragdo inicial sem amilase (RI) e com

amilase (RIA) num periodo de 30 dias.
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Na dosagem da enzima amilase no milho moido no periodo de 30 dias, houve aumento
da sua dosagem ac¢do da enzima exdgena com aproximadamente 25 dias e com 30 dias (Figura
2). Para o farelo de soja, sua agdo ¢ continua mostrando que a enzima exogena age durante
todo o periodo experimental. Na racdo pré-inicial, a agdo da enzima exdgena foi somente nos
primeiros cinco dias. Na ra¢do inicial, ndo ha a¢do da enzima a-amilase de Cryptococcus

flavus.

3.3. Perfil da a-amilase em rac¢des de frangos de corte em funcio do pH do acido e basico

e da quantidade de enzima

Os resultados do experimento sdo apresentados nas Figuras 3, 4 e 5. As médias foram
analisadas pelo SAEG e houve diferenca estatistica para todos os resultados. As médias foram
comparadas teste de SNK com 5% de probabilidade.

AO (2005) analisou em seu trabalho a liberagdo de agucares redutores aplicado no
farelo de soja com a enzima o-galactosidase e demonstra aumento linear significativo da
adi¢ao de enzima com a liberacao de agucares redutores. Este trabalho foi o unico encontrado
na literatura que relata a liberacdo de aclicares redutores com o acréscimo de enzimas em
dietas para frangos.

Neste trabalho, mostrou-se o0 mesmo perfil, apresentado na Figura 4, quanto maior a
quantidade de amilase adicionada aumenta-se a liberacdo de acucares redutores em ragdes
para frangos de corte. Observou-se com estes resultados que a a¢do da enzima amilase foi
potencializada na ragdo de sorgo inicial e posteriormente as ragdes pré-iniciais com
quantidade de enzima de 3,0 mL, e o pH de melhor atuacao da enzima foi 8,0 (Figura 5) que

equivale ao pH 6timo para a enzima a-amilase de Cryptococcus flavus.
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Figura 3. Liberacdo de agucar redutor pelo método do DNS em ragdes.
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Figura 5. Efeito do pH na liberagdo de acgtcar redutor pelo método do DNS.
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GAUTHIER (2005) avalia o tempo de transito do alimento em diferentes
compartimentos do trato gastrintestinal, o que corrobora com a hipotese deste experimento,
pois depois da adi¢ao do acido esperou-se 1 hora e 30 minutos para adi¢do da base e depois de
1 hora, para se dosar a concentragdo de agucares redutores. Este fato aponta maior liberagao
de agucares redutores na regido do intestino, o que acontece em vivo, demonstrando que este
experimento in vivo condiz com in vitro.

Este experimento foi similar ao da empresa Novozymes que utilizou a simulagdo de
um robo, que se alimenta como monogastrico. Este aparelho sofisticado composto de varias
bombas controladas por computador simula as condigdes fisioldgicas que condiz as condigdes

gastrica e intestinal (BIOTIMES, 2001).

3.4. Perfil do agicar redutor e proteina solivel das racées experimentais

Os dados encontrados sdo variaveis, mas o perfil que se segue ¢ que na fase inicial de
cada periodo de sete dias, quando ha acréscimo da enzima a liberacdo de agucar redutor ¢
minima, mas com o passar dos dias esta liberacdo aumenta, o que possibilita tirar a conclusao
sobre a acdo da enzima, na quebra dos nutrientes disponibilizando mais energia prontamente
disponivel para o animal.

Os valores de proteina soluvel se tornam mais digestiveis com acréscimo da enzima e
o efeito ¢ contrario ao da liberagdo de acucar redutor. Os dados encontrados por dia sdo

mostrados na Tabela 5 e a interagdo dos dias sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 5. Concentragdes de proteina soluvel e agucar redutor em ragdes de frangos de corte

no periodo de sete e 14 e 21 dias, suplementadas com amilase

Fase Pré-Inicial de um dia

Rag¢des* Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
PIV 8,30c 155,75
PIVCry 20,30a 162,85
PIVAsp 15,27b 155,48
P (%) 0,00005 >>0,05
CV (%) 8,15 6,86
Fase Pré-Inicial de sete dias

Ragdes Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
PIV 12,72b 170,50a
PIVCry 17,75a 122,52b
PIVAsp 18,08a 149,35b
P (%) 0,0011 0,006
CV (%) 6,31 7,71

Fase Inicial oito dias
Ragdes Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
v 11,70c 116,46b
IVCry 42,18a 161,04a
IVAsp 35,81b 146,73a
P (%) 0,00000 0,00258
CV (%) 5,76 6,42

Fase Inicial 14 dias
Racdes Acucar Redutor (umol) Proteina (png/mL)
v 10,67¢ 113,26b
IVCry 44,67a 145,31a
IVAsp 37,02b 129,52b
P (%) 0,00000 0,00923
CV (%) 2,90 6,38

Fase Inicial 15 dias
Ragdes Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
v 13,09¢ 172,09a
IVCry 46,67b 98,53b
IVAsp 77,60a 83,83b
P (%) 0,0000 0,00002
CV (%) 3,05 6,47

Fase Inicial 21 dias
Ragdes Acgucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
v 15,26¢ 121,54a
IVCry 48,63b 59,35b
IVAsp 84,34a 73,94b
P (%) 0,00000 0,00005
CV (%) 5,85 7,37

®/Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna sio diferentes pelo teste de Tukey com 5% de

probabilidade.

*(PIV) rag@o pré-inicial vegetal, (PIVCry) rag¢do pré-inicial com a-amilase de Cryptococcus, (PIVAsp)
racdo pré-inicial com a-amilase de Aspergillus, (IV) ragdo inicial vegetal, (IVCry) ragdo inicial com a-

amilase de Cryptococcus, (IVAsp) ragéo inicial com a-amilase de Aspergillus.

70



Tabela 6. Interacao das concentragdes de agtcar redutor e proteina soluvel dos periodos de 0 a

7,8al4el15a2l dias com os tratamentos

Fase Pré-Inicial de um a sete dias

Racgdes* Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
PIV 10,50c 163,12
PIVCry 19,03a 142,69
PIVAsp 16,68b 152,41
Valor de P 0,00000 0,02527
Periodo Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
Um dia 14,63 158,02
Sete dias 16,18 147,46
Valor de P 0,01154 0,06670
Interaciio Acucar Redutor (umol) Proteina (ng/mL)
PIV * 1 dia 8,30b 155,75a
PIV * 7 dias 12,72a 170,50a
PIVCry * 1 dia 20,30a 162,86a
PIVCry * 7 dias 17,75b 122,52b
PIVAsp * 1 dia 15,27b 155,47a
PIVAsp * 7 dias 18,08a 149,35a
Valor de P 0,00039 0,00351
CV (%) 7,20 7,28

Fase Inicial de oito a 14 dias
Racgbes Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
v 11,19¢ 114,86¢
IVCry 43,43a 153,18a
IVAsp 36,42b 138,12b
Valor de P 0,00000 0,00002
Periodo Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
Oito dias 29,89 141,41
14 dias 30,79 129,36
Valor de P 0,19224 0,01224
Interacio Acucar Redutor (umol) Proteina (ug/mL)
IV * 8 dia 11,70a 116,46a
IV * 14 dias 10,67a 113,26a
IVCry * 8 dia 42,18a 161,052
IVCry * 14 dias 44.67a 145,31a
IVAsp * 8 dia 3581a 146,73a
IVAsp * 14 dias 37,02a 129,52a
Valor de P 0,12013 0,34007
CV (%) 4,53 6,41

Fase Inicial de 15-21 dias

Racbes Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
v 14,17¢ 146,81a
IVCry 47,65b 78,94b
IVAsp 80,97a 78,89b
Valor de P 0,00000 0,00000
Periodo Acucar Redutor (umol) Proteina (pg/mL)
15 dias 45,78 118,15
21 dias 49,41 84,95
Valor de P 0,00544 0,00000
Interacio Acucar Redutor (umol) Proteina (ug/mL)
IV * 15 dias 13,09a 172,09a
IV * 21 dias 15,25a 121,54b
IVCry * 15 dias 46,67a 98,53a
IVCry * 21 dias 48,63a 59,35b
IVAsp * 15 dias 77,59a 83,83a
IVAsp * 21 dias 84,34a 73,94a
Valor de P 0,16228 0,00084
CV (%) 4,77 6,88

®¢/Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna sao diferentes pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.
*(PIV) ragdo pré-inicial vegetal, (PIVCry) ragdo pré-inicial com a-amilase de Cryptococcus, (PIVAsp) ragdo pré-inicial com
a-amilase de Aspergillus, (IV) ragao inicial vegetal, (IVCry) ragdo inicial com a-amilase de Cryptococcus, (IVAsp) ragdo

inicial com a-amilase de Aspergillus.
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4. CONCLUSOES

Ficou comprovada a acdao de Allzyme Vegpro no farelo de soja como disponibilizador
da proteina soluvel, apresentando uma viabilidade da sua aplicagdo no farelo de soja estocado
por até 55 dias.

A enzima a-amilase de Cryptococcus flavus apresentou potencial para sua aplicagdo
na racao pré-inicial até os primeiros cinco dias visando liberagdo de alta de agucares redutores
para o animal e fazendo com que o animal se alimente com fonte energética boa e sendo
prontamente disponivel para uso de manutencao e desempenho.

Também, pode ser concluido que a melhor ragdo com acdo potencializada da enzima
a-amilase de Cryptococcus flavus foi a de sorgo inicial, com ag@o secundaria nas ragdes pré-
iniciais, com dosagem de 3 mL, sendo demonstrado um perfil quase linear em resposta ao
acréscimo da enzima, apresentando pH otimo de acdo de 8,0 para disponibilizar agucar
redutor.

Foi mostrado um perfil da liberagdo agticar redutor e proteina solivel em ragdes para
frangos de corte (pré-inicial e inicial) a base de milho e farelo de soja, dados ndo encontrados
na literatura. O perfil ¢ crescente nos periodos de um a sete, oito a 14 ¢ 15 e 21 dias para a
liberagdo de actcar redutor e inversamente, isto ¢ decrescente para a solubiliza¢do de proteina

em ragdes para os animais.
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CAPITULO 4

SUPLEMENTACAO DE a-AMILASE DE Cryptococcus flavus E Aspergillus
niger HM2003 NA DIETA DE FRANGOS DE CORTE

1. INTRODUCAO

Com o aumento da producdo e do consumo da carne de frango, grandes avangos
ocorreram na area de nutricdo. O uso de enzimas na racdo faz parte deste avango, pois
melhoram o desempenho das aves. Enzimas tém sido usadas na alimentagdo animal a mais de
50 anos, todavia o seu uso intensivo tem sido reportado nos ultimos 10 anos (SHEPPY, 2001).

A contribuicdo da biotecnologia com langamento de enzimas pode contribuir na
melhoria da eficiéncia alimentar e na produtividade das aves. A o-amilase atua aumentando a
digestibilidade do amido. O amido representa em média 60 a 70% do peso dos grios de
cereais, sendo o constituinte de maior importancia do ponto de vista nutricional (NOY &
SKLAN, 1995). Em pesquisa realizada por ZANELLA (2001), ocorreu baixa digestibilidade
ileal do amido em pintos de corte, alimentados com dietas a base de milho e de farelo de soja.

As enzimas pancreaticas durante os primeiros dias apds eclosdo podem limitar o
crescimento das aves, pois sdo produzidas em quantidades insuficientes para atender o
processo digestivo (GARCIA et al., 2003 e GRACIA et al., 2003).

Os animais ndo retém todos os nutrientes consumidos nas matérias primas, devido a
propria disponibilidade destes no alimento e a propria capacidade limitada do trato digestivo
do animal. A menor digestibilidade das matérias primas ¢, a principio, o resultado da falta de
enzimas endogenas para extrair os nutrientes dos ingredientes. A suplementacdo de enzimas
pode complementar a acdo das enzimas endogenas, melhorando o valor nutricional dos
ingredientes e o desempenho das aves.

NOY & SKLAN (1995) e KOBAYASHI et al. (2002) afirmaram que as aves tém
sintese limitada de enzimas pancreédticas nos primeiros dias apds a eclosdo e, assim, a
suplementagdo torna-se necessaria.

A amilase foi produzida por Cryptococcus flavus e Aspergillus niger HM2003 com
substratos diferentes para aplicagdo na dieta na forma liquida para suplementar sua baixa

concentracao.
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Objetivou-se, com este estudo, testar a suplementacdo dietética da o-amilase de
Cryptococcus flavus e Aspergillus niger HM2003 sobre o desempenho, a digestibilidade e a

viscosidade da racdo e da digesta de frangos de corte.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

A produgdo enzimatica foi realizada no Laboratério de Enzimologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas (UFG) e no Centro de Biotecnologia (UFRGS). O experimento com
frangos de corte foi realizado na Escola de Veterinaria (UFG), nas dependéncias do setor de
Avicultura do Departamento de Produ¢do Animal.

Foram utilizados 360 pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade. Para
conducao dos ensaios, foram utilizadas trés baterias de ago galvanizado com cinco andares e
divisdes com 0,80 x 0,75 x 0,25 m (comprimento x largura x altura) cada. Estas baterias
foram instaladas em galpao de alvenaria com 12,96 x 2,96 m (38,36 mz) de dimensoes
internas, cumeeira com orientacao norte-sul, pé-direito de 2,32 m, sem lanternim, coberto com
telhas francesas. O galpao ¢ rodeado por mureta de concreto com 0,46 m e tela de arame até o
telhado com altura de 1,70 m, protegido na parte externa por cortina de rafia e sistema com
catracas para sua movimentacao.

Antes da chegada do lote foram obedecidas as normas, tanto para o galpao quanto para
as baterias, de limpeza e desinfeccdo das instalagdes (telas, cortinas, piso, area externa e
equipamentos) com duragdo de sete dias, sendo dois para limpeza e cinco para vazio sanitario
com pulverizagdo de desinfetante a base de amonia quaternaria e glutaraldeido.

O aquecimento de cada andar das baterias foi realizado com lampadas incandescentes
de 60 W, a iluminagao foi constante, sendo natural e artificial. Os comedouros e bebedouros
foram do tipo calha, sendo limpos e abastecidos duas vezes ao dia. O aquecimento interno foi
monitorado diariamente com termometro de maxima e minima e umidiostato, sendo associado
ao manejo das cortinas para manter a temperatura interna do galpao adequada as aves.

Foram conduzidos, no periodo de outubro a novembro de 2006, dois experimentos do
1° a0 21° ¢ do 8" ao 21° dias de idade sendo o primeiro para avaliar a adi¢io da enzima na
primeira semana (sete dias) e o segundo para avaliacdo da enzima aos de 8 a 21 dias, em
delineamento inteiramente, sendo trés com ragdes pré-iniciais e trés com ragdes iniciais, as

ragdes foram formuladas segundo recomendacdes de ROSTAGNO et al. (2005). As ragdes
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pré-iniciais e iniciais sdo apresentadas na Tabela 1. Os tratamentos utilizados foram: dieta
com racdo pré-inicial sem enzima (RPI), dieta com ragdo pré-inicial com enzima de
Cryptococcus (RPICry), dieta com ragdo pré-inicial com enzima de Aspergillus (RPIAsp),
dieta com ragdo inicial sem enzima (RI), dieta com ragdo inicial com enzima de Cryptococcus
(RICry) e dieta com ragdo inicial com enzima de Aspergillus (RIAsp). A ragdo ¢ agua foram

oferecidos ad libitum. A pesagem das aves e das sobras de ragdo foi efetuada semanalmente.

Tabela 1. Composi¢do percentual e nutricional das ragdes experimentais pré-inicial (1 a 7
dias) e inicial (8 a 21 dias), na matéria natural

Ingredientes (kg) Racéo pré-inicial Racao inicial
Milho 58,954 60,210
Farelo de soja 34,877 33,954
Oleo vegetal 1,690 1,766
Fosfato bicalcico 1,905 1,826
Calcario 0,924 0,890
Sal 0,447 0,429
L-Lisina.HCI (%) 0,353 0,191
DL-Metionina99(%) 0,351 0,234
Premix mineral/vitaminico' 0,500 0,500
Composicido Quimica

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.950 3.000
Proteina (%) 22,000 20,790
Triptofano (%) 0,293 0,276
Lisina (%) 1,466 1,263
Metionina + cistina (%) 1,041 0,897
Metionina (%) 0,684 0,554
Treonina (%) 0,850 0,809
Sédio (%) 0,223 0,214
Calcio (%) 0,939 0,884
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,442

'Suplemento mineral e vitaminico. Micromim Aves (suplemento mineral em mg): Manganés 150.000,
Zinco 100.000, Ferro 100.000, Cobre 16.000, Cloreto de Colina 60.000 e Iodo 1.500. Premix Inicial
(Suplemento vitaminico): Vitamina A 8.000.000 UI, Vitamina D; 2.000.000 Ul, Vitamina E 15.000
Ul, Vitamina K 1.800mg, Vitamina B; 1.800 mg, Vitamina B, 6.000 mg, Vitamina Bs 2.800 mg,
Vitamina By, 12.000 mg, Niacina 40.000 mg, Acido Folico 1.000 mg, Acido Pantoténico 15.000 mg,
Biotina 60 mg, Selénio 300 mg, Antioxidante 30 g.

2.2. Desempenho

Foram avaliados, para os experimentos do 1° ao 21° e do 8° ao 21° dias, os pesos das
aves e das dietas no primeiro, sétimo, 14°, e 21° dias de idade. As aves do experimento de 8°

0 4- . . o L e . . .
ao 21 dlaS, as aves receberam as dietas sem enzimas com ragoes pre-inicias, iguais ao do
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controle do experimento do 1° ao 21° dias. As varidveis de desempenho avaliadas foram:
ganho de peso (GP): calculado pela diferenca entre os pesos médios das aves obtidos durante
o periodo experimental; consumo de ragcdo (CR): obtido pela diferenca entre a quantidade da
dieta oferecida no inicio e as sobras ao final das fases. Foi considerado o numero de aves
mortas no intervalo como critério para corre¢do dos valores de consumo. O indice de
conversao alimentar (CA) foi obtido pela relagdo entre ganho de peso total e consumo de
racdo total. O consumo de dgua (CAgua) foi obtido pela relag@o entre total de 4gua ingerido e
relagdo agua por ragdo (RAR) foi obtida pela relagdo entre quantidade total de agua ingerida

dividido pelo consumo de ragao.

2.3. Digestibilidade

A coleta de excretas produzidas pelas aves foi realizada no periodo entre 0 4°¢ o 7° dia
(Ensaio 1) e 0 14° ¢ o 17° dia (Ensaio 2) de idade, efetuada duas vezes ao dia durante os
periodos experimentais. As dietas experimentais e as excretas foram acondicionadas sob
congelamento e posteriormente enviadas ao Laboratorio de Nutricdo Animal da EV/UFG para
determinagdo dos niveis de matéria seca (MS) e de proteina bruta (PB), seguindo a
metodologia descrita por SILVA & QUEIROZ (2002).

Para preparar as amostras de excretas para andlise, foram coletadas aliquotas, que
foram identificadas e submetidas a pré-secagem em estufa retilinea de ventilacdo forgada
(FANEM LTDA) a 55 + 5°C, e posteriormente trituradas em moinhos tipo Wiley, para
realizagdo das analises, de acordo com a metodologia descrita por SILVA & QUEIROZ
(2002). Paralelamente, das amostras das ragdes experimentais foram determinados: matéria
seca a 55°C das excretas em estufa de ventilagdo forgada com temperaturas de 55°C + 5°C por
72 horas; matéria seca a 105°C das ragdes experimentais ¢ das excretas em estufa regulada a
105°C, por 12 horas, sendo as analises realizadas em duplicata; nitrogénio total das racdes
experimentais e nas excretas utilizando-se o método de micro-Kjeldahl. Posteriormente,
calculados os valores de proteina bruta pela multiplicagdo da % de N por 6,25; digestibilidade
determinada pela equagdo entre o nutriente ingerido menos o excretado dividido pelo
nutriente ingerido (MATTERSON et al., 1965); retencdo de matéria seca obtida pela
quantidade de matéria seca ingerida subtraida da quantidade excretada em relagdo ao ganho
de peso; retencdo de proteina bruta: determinada pela quantidade de proteina bruta ingerida

subtraida da quantidade excretada dividida pelo ganho de peso. O calculo da retengdo de
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nutrientes seguiu o descrito por NOY & SKLAN (2002), levando-se em consideragdao o

balango dos nutrientes e o ganho de peso registrado no periodo de quatro a sete dias.
2.4. Viscosidade

A viscosidade da digesta foi determinada, no Laboratorio de Quimica da Universidade
Federal de Goias. Uma ave de cada tratamento, do experimento de 1 aos 7 dias de idade e do
experimento de 8 a 21 dias de idade foi sacrificada por deslocamento cervical e retirou-se o
intestino para a realizacdo da coleta do conteudo intestinal presente no fim do duodeno ao
diverticulo de Meckel. Para a coleta da digesta, o segmento intestinal selecionado foi
comprimido manualmente da regido cranial para a caudal, e o conteudo foi coletado em copo
Becker e transferido para Ependorff e submetido a centrifugacdo com 3000 rpm durante 3
minutos a 4°C. Posteriormente, coletou-se 500 pL de solu¢io que foi misturado com 15 mL
de 4gua, mantido a temperatura de 5°C, para leitura no viscosimetro de Ostwald com capilar
de 100 e banho termoestatizador a 37°C, para simular a temperatura da ave. Foi utilizado o
picnometro de 15 mL para determinar a densidade de cada liquido pela formula d = m/v a
37°C.

Para analise da viscosidade das racdes utilizadas no experimento 1 aos 7 dias € no
experimento 2 aos 21 dias de idade, procedeu-se a mesma metodologia. Foram pesadas 0,5 g
das racdes em Ependorff e misturadas com 1,5 mL de agua destilada e coletou-se 500 puL do
sobrenadante.

Todas as diluigdes foram levadas em conta para o calculo final da viscosidade, sempre
levando em consideragdo a viscosidade da 4gua a 37°C, uma vez que o viscosimetro de
Ostwald, utiliza como padrdo a resisténcia que a 4gua para os calculos finais.

A férmula utilizada para calculo foi n1/m 2 = pltl/ p212 onde:
nl = Viscosidade da 4gua a 37°C;

N2 = Viscosidade da amostra;

pl = Densidade da 4gua a 37°C;

p2 = Densidade da amostra;

11 = Tempo de escoamento da agua;

12 = Tempo de escoamento da amostra.

A medida de viscosidade ¢ dada em centipoise (cPs) que equivale a 10~ Pa.s.
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2.5. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita por andlise de variancia utilizando-se o sistema

SAEG, versao 9.5 (2007). No caso de efeito significativo, as médias foram comparadas teste

de Tukey (P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Temperatura e umidade relativa

A temperatura e umidade relativa obtidos nos dois experimentos, que ocorreram

simultaneamente (Tabela 2), estdo nas faixas esperadas para a regido onde foram conduzidos.

Tabela 2. Médias de temperatura ambiente e umidade relativa, obtida durante o periodo

experimental
Dias Temperatura (OC) Umidade relativa (%)
Maxima Minima Média Maxima Minima Média
04 a 10/10/2006 29,7 23,8 26,8 67,0 39,1 53,1
11 a17/10/2006 30,0 23,9 26,9 76,1 45,1 60,6
18 a 24/10/2006 28,8 21,9 25,4 89,6 49,9 69,7
Média 29,5 23,2 - 77,6 44,7 -

3.2. Desempenho

3.2.1. Suplementacio de a-amilase de Cryptococcus flavus e Aspergillus niger HM2003 na

dieta de frangos de corte na fase pré-inicial

O peso médio das aves utilizadas no inicio do experimento um foi de 49,72 + 0,68g,
peso médio do primeiro dia.

Nas Tabelas 3, 4 e 5 sdo apresentados os dados encontrados para o experimento 1 no
periodode 1 a7,8a 14 e 15 a 21 dias de idade, respectivamente.

As ragdes utilizadas para o experimento 1 e para o experimento 2 com as respectivas
siglas foram: dieta com racdo pré-inicial sem enzima (RPI), dieta com ragdo pré-inicial com
amilase de Cryptococcus flavus (RPICry), dieta com ragdo pré-inicial com amilase de

Aspergillus niger HM2003 (RPIAsp), dieta com racao inicial sem enzima (RI), dieta com

79



ra¢do inicial com amilase de Cryptococcus flavus (RICry) e dieta com ragao inicial com

amilase de Aspergillus niger HM2003 (RIAsp).

Tabela 3. Consumo de ragao (CR), ganho de peso (GP), conversdo alimentar (CA), consumo
de agua (CAgua), relacdo consumo agua:ragao (RAR), de 1 a 7 dias de idade de

frangos alimentados com racdes pré-iniciais suplementadas com amilase

Racgoes CR (g) GP (g) CA CAgua (mL) RAR (mL/g)
RPI 124,5 114,4 1,089 250,0 2,017
RPICry 129,1 118,1 1,094 249.0 1,932
RPIAsp 127,6 119.9 1,064 257,0 2,017

CV (%) 4,92 3,54 5,39 4,39 5,35

Valor de P >0,05 0,14608 >0,05 >0,05 0,37754

Tabela4. Consumo de ragdo (CR), ganho de peso (GP), conversdo alimentar (CA),
consumo de dgua (CAgua), relacdo consumo agua:ragao (RAR), de 8 a 14 dias de

idade de frangos alimentados com ragdes pré-iniciais suplementadas com amilase

Racoes CR (g) GP (g) CA CAgua (mL) RAR (mL/g)
RPI 288,0 268,7 1,073 866,0% 3,015
RPICry 301,1 279,3 1,078 879,0° 2,924
RPIAsp 301,6 280,1 1,078 850,0° 2,825

CV (%) 4,90 3,06 5.64 1,82 3,60

Valor de P 0,28306  0,09706  >0,05 0,03647 0,19666

®Médias seguidas por letras distintas na coluna sio diferentes (Tukey - 5% de probabilidade).

Tabela 5. Consumo de ragao (CR), ganho de peso (GP), conversdo alimentar (CA), consumo
de agua (CAgua), relagao consumo agua:ragao (RAR), de 15 a 21 dias de idade de

frangos alimentados com racdes pré-iniciais suplementadas com amilase

Racoes CR (g) GP (g) CA CAgua (mL) RAR (mL/g)
RPI 481,8 340,0 1,418 826,0 1,715
RPICry 486,7 358,3 1,361 819,0 1,684
RPIAsp 504,7 358,7 1,407 834,0 1,656

CV (%) 4,10 3,59 4,75 2,07 3,40

Valor de P 0,20895  0,06132 0,38333 >0,05 0,29470

Avaliando-se os dados obtidos do primeiro experimento, somente se observou
influéncia da adi¢do de enzima a-amilase de Cryptococcus flavus e Aspergillus niger
HM2003, no consumo de agua no periodo de 8 a 14 dias, com menor ingestdo para a ragao
contendo enzima de Aspergillus niger HM2003. Nao houve nenhuma alteragdo dos outros

parametros avaliados.
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Os dados deste experimento discordam dos de BRUM et al. (2006) que concluiram
que a suplementacao com até 45g/ton de a-amilase de Aspergillus oryzae, em dietas a base de
milho e farelo de soja para frangos de corte, melhorou linearmente o ganho de peso e peso
corporal das aves num periodo de um a 23 dias de idade, sendo o efeito maior no periodo de

14 a 23 dias de idade.

3.2.2 Suplementacio de a-amilase de Cryptococcus flavus e Aspergillus niger HM2003 na

dieta de frangos de corte na fase inicial

O peso médio das aves utilizadas no inicio do experimento dois foi de 203,09 + 13,37
(peso médio de sete dias).

Nao houve influéncia da adigdo de a-amilase de Cryptococcus flavus e Aspergillus
niger HM2003 na dieta (Tabelas 6 e 7) sobre o desempenho das aves nos periodos de 8 a 14 ¢
15 a 21 dias de idade.

Tabela 6. Consumo de ragao (CR), ganho de peso (GP), conversao alimentar (CA), consumo
de 4gua (CAgua), relacdo consumo agua:racdo (RAR), de 8 a 14 dias de idade de

frangos alimentados com ragdes iniciais suplementadas com amilase

Ragoes CR (g) GP (g) CA CAgua (mL) RAR (mL/g)
RI 312,4 2423 1,292 817,0 2,625

RICry 3333 2542 1,314 833,0 2,503

RIAsp 3123 256,4 1,217 836,0 2,683

CV (%) 5,76 4,94 6,72 2,10 5,49

Valor de P 0,15706  0,19493 0,21927 0,24600 0,16986

Tabela 7. Consumo de ragao (CR), ganho de peso (GP), conversao alimentar (CA), consumo
de dgua (CAgua), relacdo consumo agua:racao (RAR), de 15 a 21 dias de idade de

frangos alimentados com ragdes iniciais suplementadas com amilase

Racgoes GP (g) CR (g) CA CAgua (mL) RAR (mL/g)
RI 311,8 455,9 1,461 842,0 1,851

RICry 3235 466,3 1,442 842,0 1,806

RIAsp 316,2 442.6 1,401 837,0 1,896

CV (%) 3,31 4,18 4,08 2,01 5,19

Valor de P 0,24638  0,18395  0,28904 >(,05 0,36226

Os dados apresentados para os experimentos discordam de CARRE (2004) que

afirmou que o sistema digestivo de aves para hidrdlise do amido ¢ caracterizado pela alta
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atividade potencial. Entretanto, em contraste com mamiferos, o potencial das aves para
completa digestdo do amido pela degrada¢do microbial na parte distal do trato digestivo ¢
muito baixo. O uso da enzima a-amilase se constitui em boa alternativa para ragdes. Além
disso, as aves possuem deficiéncia enzimatica para a-amilase pancreatica pds-eclosdo na
primeira semana de vida, mas com a ingestdo de alimentos, ocorre estimulo para secrecao
dessa enzima.

Ha discordancia, também, com GARCIA et al. (2003) e JUNQUEIRA et al. (2001).
GARCIA et al. (2003) que suplementaram o-amilase até sete dias de idade com melhoria no
desempenho de animais nas outras fases. As principais razdes que garantem esta pratica estao
sustentadas no fato de que estas aves apresentam necessidades nutricionais limitantes pelas
dificuldades que tém de digerir e absorver nutrientes na primeira semana de vida.
JUNQUEIRA et al. (2001) afirmaram que ha consenso entre os nutricionistas de que o bom
desenvolvimento inicial resulta em melhor desempenho no ciclo de producdo. Isto se traduz
em lotes uniformes e sem problemas ao término da criacdo. A alta relacdo entre peso corporal
nos primeiros seis dias com peso corporal no final da 6* e 7* semanas ¢ evidéncia da

importancia nutri¢do na primeira semana de criacdo de frangos.

3.3. Viscosidade

Os resultados deste experimento mostraram que a viscosidade da racdo (VRagdo) e a
viscosidade da digesta (VIntestinal) ndo apresentaram diferencga significativa, nas fases de
sete e 21 dias. As dietas formuladas sdo de baixa viscosidade, pois sdo compostas de milho e
farelo de soja, portanto a amilase ndo exerceu efeito significativo sobre estas racdes e nem no
conteudo intestinal. Os valores sdo diferentes numericamente da viscosidade da ragdo e da
viscosidade da digesta. A Tabela 9 mostra os resultados obtidos e analisados para a VRacao e
Vintestinal.

A viscosidade j4 ¢ um assunto bastante estudado na area da alimentacdo de aves,
devido aos alimentos alternativos de alta viscosidade como cevada e centeio e outros de baixa
viscosidade como sorgo, mandioca, ervilhas e milho (CARRE et al., 1994). WU et al. (2004)
avaliaram a viscosidade do trigo usando xilanase, fitase ¢ a combinacao das enzimas.
Metodologias diferentes sdo usadas para determinar a viscosidade dos alimentos e ra¢des. Ha
autores que citam a viscosidade real e potencial e os valores encontrados na literatura sao
variaveis, pois dependem do equipamento e da metodologia utilizada. O tipo de viscosimetro

utilizado também pode influenciar nos resultados, pois depende da calibragao do aparelho e
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do modo de utilizacdo. Resultados encontrados sdo discutidos com relagdo aos valores
encontrados em centipoise (cPs).

Usando ragdes a base de milho e soja CARVALHO (2006) analisou a viscosidade da
digesta, com complexos enzimaticos contendo amilase e obteve valor médio de 2,18 cPs para
machos. Anteriormente, ZANELLA (1998) encontrou valores de 2,5 centipoises (cPs) para
viscosidade da digesta, com adi¢do de complexo multienzimatico contendo amilase, protease
e xilanase para aves com 23 dias de idade.

Valores significativos foram encontrados por HADORN & WIEDMER (2001) que
afirmaram a importancia da suplementa¢do enzimatica desde o primeiro dia de idade. Os
valores de 2,17 e 2,68 cPs diferiram, mas sdo parecidos aos encontrados na viscosidade da
digesta neste trabalho.

GRACIA et al (2003) avaliaram a suplementagdo de a-amilase em dietas com milho
em frangos de corte e encontraram valores de 2,34 cPs para 7 dias e 1,69 cPs para 28 dias para
viscosidade intestinal. Apesar dos valores serem diferentes nao houve diferenga significativa
entre a dieta controle e a suplementada com enzima, para sete e 28 dias de idade, o que

corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.

Tabela 9. Viscosidade da racdo (VRag¢ao) e da digesta no intestino (VIntestinal) de frangos de
corte aos 7 e 21 dias de idade

Dias Racoes VRacio (cPs) Vlntestinal (cPs)

7 RPI 2,82 2,11
RPICry 2,79 2,14
RPIAsp 2,81 2,13
CV (%) 0,49 0,74
Valor de P 0,17311 0,17079

21 RI 2,80 2,11
RICry 2,80 2,11
RIAsp 2,81 2,13
CV (%) 0,33 0,96
Valor de P 0,32379 0,31928

3.4. Digestibilidade das racoes e das excretas

Na tabela 10 sdo apresentados os resultados obtidos para os dois experimentos. Os
parametros avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica. O acréscimo da enzima ndo
afetou a digestibilidade na fase pré-inicial, apesar de ter causado alteragdo de peso para a esta

fase comparado ao que recebeu a enzima na fase inicial.
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Nao houve diferenca estatistica para consumo de nitrogénio da matéria seca (Consumo
N MS (g) igual a 64,72), todavia existiu diferenga significativa estatistica para a retencdo (Ret
(mg/g)) que ¢ a diferenga da proteina bruta ingerida subtraida da excretada divida pelo seu
ganho peso. A retengdo (mg/g) da ragdo com a-amilase de Aspergillus niger HM2003 (34,68)
foi diferente da ragdo isenta de enzima (25,00) e da ragdo com a-amilase de Cryptococcus
flavus (24,48). Esta diferenga pode ser associada ao ganho de peso, pois para outros fatores
ndo houve diferenca estatistica. Isto implica numa maior utilizacdo da proteina ingerida para o
animal. Esse resultado indica maior eficiéncia digestiva das aves com relagdo a aplicagdo
dessas enzimas. Apesar de ser essencialmente o-amilase, pode ter havido efeito positivo sobre
a producao pancredtica. STRINGHINI et al. (2006) realizaram experimento com diferentes
niveis de proteina na rag¢do pré-incial e ndo obtiveram diferenca estatistica na retencao para

machos (38,24 mg/g).

Tabela 10. Consumo de nitrogénio da matéria seca (Consumo N MS), nitrogénio excretado na
matéria seca (N Exc MS), balanco de nitrogénio (BN), digestibilidade de nitrogénio

(Dig N) e retencao (Ret) das excretas e ragdes colhidas nos periodos de 4 a 7 e de

18 a 21 dias
Fase pré-Inicial
Racoes Consumo N MS (g) N Exc MS(g) BN (g) DigN (%) Ret (mg/g)
RPI 30,8 10,933 19,9 64,4 26,4
RPICry 29,6 10,499 19,1 64,1 24,1
RPIAsp 31,5 9,800 21,7 68.9 26,6
Valor de P 0.26984 0,25673 0,23289 0,25036 >0,05
CV (%) 6.05 9,94 11,80 7,23 13,66
Fase Inicial
Ragoes Consumo N MS (g) N Exc MS(g) BN Dig N (%) Retencio
RI 63,5 35,2 28,2 44,5 25,0°
RICry 65,0 30,8 34,2 52,3 244
RIASsp 65,7 29.4 36,3 55,6 34,6
Valor de P >0,05 0,32705 0,07824 0,09299 0,00723
CV (%) 7,28 14,28 11,009 10,13 9,983

®M¢édias seguidas por letras distintas na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.
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4. CONCLUSAO

A suplementagdo do extrato contendo a-amilase em ragdes de frangos de corte ndo
afetou desempenho e a viscosidade das ragoes e da digesta. Todavia, houve maior retengao de

nitrogénio para a ragao inicial contendo amilase de Aspergillus niger HM2003.
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CAPITULO 5

BIOMETRIA DE S')RGAOS DIGESTIVOS DE FRANGOS DE CORTE COM
SUPLEMENTACAO DIETETICA DE o-AMILASE DE Cryptococcus flavus E
Aspergillus niger HM2003

1. INTRODUCAO

O peso dos oOrgaos ¢ geralmente avaliado na observagdo da resposta do organismo
animal a certos tratamentos (BROWN et al., 1985), ja que esses 6rgaos podem apresentar hipo
ou hipertrofia dependendo das condi¢des nutricionais as quais sdo submetidos (AHMED et
al., 1991; NYVACHOT & ATKINSON, 1995).

Segundo MARTINS et al. (2000), os frangos de corte tém grande capacidade de
absorcao dos nutrientes pelo trato digestivo e alguns componentes da dieta, juntamente com o
conteudo da microbiota intestinal, podem modificar a mucosa, resultando em espessamento da
parede intestinal e diminui¢@o da capacidade de digestdo e absor¢ao dos nutrientes.

No momento da eclosdo, o sistema digestivo da ave estd anatomicamente completo,
mas sua capacidade funcional, de digestdo e absor¢do ainda estd imatura, se comparado as
aves adultas (MAIORKA et al., 2002). Assim, pos-eclosdo, o trato gastrintestinal sofre
grandes alteragdes, como maturacdo funcional do intestino, as quais envolvem mudancas
morfoldgicas e fisiologicas que proporcionam aumento na area de superficie de digestdo e de
absor¢ao.

Na fase inicial de desenvolvimento do trato gastrintestinal, o indice de crescimento e o
bom aproveitamento dos alimentos em aves saudaveis dependem do fornecimento de
nutrientes e oxigénio aos tecidos. Os segmentos do trato gastrintestinal aumentam em
tamanho muito mais rapido do que o corpo da ave durante as primeiras semanas de vida. E
necessario um determinado periodo de maturacdo antes que o tamanho relativo do intestino e
a producdo do pancreas atinjam as taxas de crescimento (NIR, 1998).

Segundo STRINGHINI et al. (2003), o conhecimento do peso dos 6rgdos das aves na
fase pré-inicial se constitui em fator importante para caracterizar o bom desenvolvimento

digestivo das aves. CROOM et al. (1999) afirmaram que, apesar de ocorrer aumento
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individual de peso dos 6rgaos, a relagdo percentual do peso dos drgaos digestivos com o peso
das aves se reduz com a idade, como ¢ observado para frangos e perus.

KROGDAHL (1985) descreveu que o tamanho do pancreas aumentou rapidamente na
primeira semana. Com um dia representava 0,2% do peso corporal aumentando para 0,5% aos
sete dias de idade das aves e diminuindo novamente até a oitava ou nona semana de idade, o
que pode ser explicado pelo desenvolvimento crescente do 6rgado maximizando a producao de
enzimas digestivas.

Aves selecionadas para terem rapido crescimento (linhagens de conformacao),
apresentam desenvolvimento do sistema digestivo precoce. O tamanho e peso do duodeno,
jejuno e ileo, e dos Orgaos anexos (figado, pancreas, moela e pré-ventriculo), aumentam
significativamente durante as primeiras horas de vida (Figura 1). Cada 6rgdo e cada porgdo do
intestino se caracterizam por ter velocidade de crescimento propria (BIGOT et al., 2001). A
velocidade de crescimento dos trés segmentos intestinais e dos 6rgaos anexos ¢ maximo entre
6 ¢ 7 dias depois do nascimento, proporcionalmente ao peso vivo da ave. Todavia, o
crescimento do pancreas, duodeno e jejuno ¢ mais rapido e mais precoce que o do figado e do

ileo.

Intestine Delgado
10

2 4

", Figado

1

a

12 3 04 4 B 7 8 90 M
Horas

Adaptado de Nitsan et al 1991.

Peso (g)

Pancreas

Figura 1. Evolugdo do peso do intestino delgado, figado e pancreas de pintos de corte durante

as primeiras horas de vida (NITSAN et al., 1991).

A atividade de amilase é praticamente desprezivel até o 2° dia de idade. Apenas entre
0 2° e 0 7° dia é que existe aumento na secre¢do desta enzima. A demora na secrecio destas
enzimas deve-se a adaptacdo das secrecdes aos nutrientes ingeridos pelo pintinho nas
primeiras horas.

Os locais de maior absor¢do de nutrientes nas aves sao o duodeno e jejuno, pois € onde

estdo os principais sitios de absor¢ao. O aumento da digestibilidade aparente dos diferentes
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nutrientes ¢ o resultado das varias modificagcdes que conduzem a maturacdo do sistema
digestivo durante a primeira semana de vida (NOY e SKLAN, 1998).

As principais razdes que justificam uma dieta especifica na primeira semana de vida
sdo: anatomia e fisiologia do aparelho digestivo diferenciada, necessidades nutricionais
limitantes pelas dificuldades em digerir e absorver certos nutrientes, rapido desenvolvimento
potencial nos primeiros dias de vida e grande dificuldade de garantir a sobrevivéncia em
ambientes frios (MORAN JR., 1985; PENZ & VIEIRA, 1998b; CROOM et al. 1999).

Neste trabalho avaliou-se o efeito da suplementacdo do extrato contendo a-amilase de
Cryptococcus flavus e Aspergillus niger HM2003, em ragdes pré-iniciais e iniciais para
frangos de corte sobre os parametros de desenvolvimento do trato gastrintestinal (biometria

dos 6rgaos).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

A produgdo enzimatica foi realizada no Laboratério de Enzimologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (UFG) e no Centro de Biotecnologia (UFRGS). O experimento com
frangos de corte foi realizado na Escola de Veterinaria (UFG), nas dependéncias do setor de
Avicultura do Departamento de Produgcdo Animal.

Foram utilizados 360 pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade. Para
condugdo dos ensaios, foram utilizadas trés baterias de ago galvanizado com cinco andares e
divisdes com 0,80 x 0,75 x 0,25 m (comprimento x largura x altura) cada. Estas baterias
foram instaladas em galpao de alvenaria com 12,96 x 2,96 m (38,36 mz) de dimensoes
internas, cumeeira com orientagao norte-sul, pé-direito de 2,32 m, sem lanternim, coberto com
telhas francesas. O galpdo ¢ rodeado por mureta de concreto com 0,46 m e tela de arame até o
telhado com altura de 1,70 m, protegido na parte externa por cortina de rafia e sistema com
catracas para sua movimentacao.

Antes da chegada do lote foram obedecidas as normas, tanto para o galpao quanto para
as baterias, de limpeza e desinfeccdo das instalagcdes (telas, cortinas, piso, area externa e
equipamentos) com duragdo de sete dias, sendo dois para limpeza e cinco para vazio sanitario

com pulverizagdo de desinfetante a base de amonia quaternaria e glutaraldeido.
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O aquecimento de cada andar das baterias foi realizado com lampadas incandescentes
de 60 W, a iluminagao foi constante, sendo natural e artificial. Os comedouros e bebedouros
foram do tipo calha, sendo limpos e abastecidos duas vezes ao dia. O aquecimento interno foi
monitorado diariamente com termometro de maxima e minima e umidiostato, sendo associado
ao manejo das cortinas para manter a temperatura interna do galpao adequada as aves.

Foram conduzidos, no periodo de outubro a novembro de 2006, dois experimentos do
1° a0 21° ¢ do 8" ao 21° dias de idade sendo o primeiro para avaliar a adi¢io da enzima na
primeira semana (sete dias) e o segundo para avaliacdo da enzima aos de 8 a 21 dias, em
delineamento inteiramente, sendo trés com ragdes pré-iniciais e trés com ragdes iniciais, as
ragoes foram formuladas segundo recomendacdes de ROSTAGNO et al. (2005). As ragdes
pré-iniciais e iniciais sdo apresentadas na Tabela 1. Os tratamentos utilizados foram: dieta
com rac¢do pré-inicial sem enzima (RPI), dieta com ragdo pré-inicial com enzima de
Cryptococcus (RPICry), dieta com ragdo pré-inicial com enzima de Aspergillus (RPIAsp),
dieta com ragdo inicial sem enzima (RI), dieta com racao inicial com enzima de Cryptococcus
(RICry) e dieta com ragdo inicial com enzima de Aspergillus (RIAsp). A ragdo e agua foram
oferecidos ad libitum.

No 7° e 21° dias de idade, uma ave de cada repeti¢do dos tratamentos foi identificada e
transportada ao Laboratorio de Doencas de Aves do Departamento de Medicina Veterinaria
da Escola de Veterinaria da UFG e posteriormente sacrificadas por deslocamento cervical.

Na necropsia foram retiradas as visceras (figado, moela, pro-ventriculo e pancreas) que
compde o trato gastrintestinal (TGI), as quais foram medidas e pesadas seguindo os seguintes
passos:

— Comprimento do TGI, medido pelo tamanho do TGI desde a inser¢do do esdfago na
orofaringe até a comunicagdo do intestino grosso com a cloaca;

— Peso do eso6fago mais papo, separado ap6s medida do comprimento do TGI;

— Peso do pro-ventriculo mais moela (com conteudo remanescente) separado apods
medida do comprimento do TGI;

— Peso do pancreas, ap6s a sua separagdo da al¢a duodenal;

— Peso do intestino delgado, por¢ao que compreende o final do estdmago muscular até o
inicio dos cecos.

— Peso do intestino grosso, representado pelo peso dos cecos, do colon e do reto.

— Peso do figado, dado pelo peso do figado sem a vesicula.
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Tabela 1. Composicao percentual e nutricional das ragcdes experimentais pré-inicial (1 a 7
dias) e inicial (8 a 21 dias), na matéria natural

Ingredientes (kg) Racgéo pré-inicial Ragdo inicial
Milho 58,954 60,210
Farelo de soja 34,877 33,954
Oleo vegetal 1,690 1,766
Fosfato bicalcico 1,905 1,826
Calcario 0,924 0,890
Sal 0,447 0,429
L-Lisina.HCI (%) 0,353 0,191
DL-Metionina99(%) 0,351 0,234
Premix mineral/vitaminico' 0,500 0,500
Composicido Quimica

Energia metabolizdvel (kcal/kg) 2.950 3.000
Proteina (%) 22,000 20,790
Triptofano (%) 0,293 0,276
Lisina (%) 1,466 1,263
Metionina + cistina (%) 1,041 0,897
Metionina (%) 0,684 0,554
Treonina (%) 0,850 0,809
Sadio (%) 0,223 0,214
Célcio (%) 0,939 0,884
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,442

'Suplemento mineral e vitaminico. Micromim Aves (suplemento mineral em mg): Manganés 150.000,
Zinco 100.000, Ferro 100.000, Cobre 16.000, Cloreto de Colina 60.000 e Iodo 1.500. Premix Inicial
(Suplemento vitaminico): Vitamina A 8.000.000 UI, Vitamina D; 2.000.000 Ul, Vitamina E 15.000
Ul, Vitamina K 1.800mg, Vitamina B; 1.800 mg, Vitamina B, 6.000 mg, Vitamina By 2.800 mg,
Vitamina B, 12.000 mg, Niacina 40.000 mg, Acido Félico 1.000 mg, Acido Pantoténico 15.000 mg,
Biotina 60 mg, Selénio 300 mg, Antioxidante 30 g.

Os parametros avaliados foram: o comprimento do TGI, o peso do esdfago + papo, do
pro-ventriculo + moela, do pancreas, do intestino delgado, do intestino grosso e do figado.
Todos os pesos obtidos foram utilizados no calculo do peso relativo de cada 6rgao, pela

formula: peso relativo do 6rgao = (peso do 6rgdo / peso vivo) x 100.

2.2. Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita pelo SAEG 9.5 (UFV, 2007), utilizando teste de Tukey
P<0,10).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta os dados obtidos do experimento para peso relativo dos 6rgaos.

Nao houve influéncia da suplementacdo enzimatica para os sete dias com médias para
peso da ave (167 g), comprimento do trato gastrintestinal (97,15 cm), peso do esofago/papo
(1,22%), peso do proé-ventriculo/moela (8,03%), peso do intestino delgado (7,38%), peso do
intestino grosso (1,45%) e peso do figado (4,14%) de frangos de corte.

Tabela 2. Biometria dos 6rgaos digestivos (peso relativo) de frangos de corte com 7 dias com
dieta suplementada com amilase na primeira semana e 21 dias com dieta
suplementada com amilase a partir da segunda semana. Peso da ave, comprimento
do trato gastrintestinal, peso do esdfago/papo, peso do pro-ventriculo/moela, peso
do pancreas, peso intestino delgado, peso do intestino grosso e peso do figado

Racoes

Parametros Fase Pré-Inicial
7 dias RPI RPICry RPIAsp ValorP CV (%)
Peso ave (g) 165 168 168 >0,05 3,04
Trato gastrintestinal (cm) 95,380 95,020 101,06 0,17785 7,33
Es6fago/Papo (%) 1,23 1,22 1,21 >0,05 11,17
Pro-Ventriculo/moela (%) 8,17 8,40 7,53 0,26398 10,34
Péancreas (%) 0,47 0,41° 0,37° 0,00016 5,96
Intestino Delgado (%) 7,03 7,08 8,05 0,16431 11,99
Intestino Grosso (%) 1,34 1,46 1,55 0,18944 11,72
Figado (%) 4,13 4,15 4,13 >(),05 9,23

Fase Inicial
21 dias RI RICry RIAsp ValorP  CV (%)
Peso ave (g) 779 781 788 >0,05 3,32
Trato gastrintestinal (cm) 114,870 120,300 116,440 >0,05 6,43
Esofago/Papo (%) 0,65 0,66 0,64 >0,05 11,08
Pro-Ventriculo/moela (%) 4,02 3,91 3,48 0,14008 11,15
Pancreas (%) 0,36 0,29° 0,26" 0,00006 7,72
Intestino Delgado (%) 3,54 3,29 3,50 >0,05 16,66
Intestino Grosso (%) 0,87 0,87 0,85 >0,05 9,037
Figado (%) 3,44 2,71° 2,75° 0,01007 11,66

®/Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.

*(RPI) ragdo pré-inicial, (RPICry) ragdo pré-inicial com a-amilase de Cryptococcus flavus,
(RPIAsp) ragdo pré-inicial com a-amilase de Aspergillus niger HM2003, (RI) ragdo inicial,
(RICry) ragdo inicial com a-amilase de Cryptococcus flavus, (RIAsp) racdo inicial com a-
amilase de Aspergillus niger HM2003.

Para o periodo de 21 dias, ndo houve influéncia da adicdo enziméatica para o peso ave

782 g), comprimento do trato gastrintestinal (117,20 c¢cm), peso esofago/papo (0,65%), peso
(782 g p g p go/pap p
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do pro-ventriculo/moela (3,80%), peso intestino delgado (3,44%) e peso do intestino grosso
(0,86%).

Em poucos estudos foram observados efeitos da dieta sobre o peso ou o
desenvolvimento dos 6rgaos digestivos nesse periodo. Utilizando dietas pré-iniciais para
pintos de corte com diferentes pesos ao primeiro dia (36,4 e 47,5 g), STRINGHINI et al.
(2003) nao verificaram diferencas para o peso relativo dos o6rgdos quando as aves receberam
dieta pré-inicial até 4, 7 ou 10 dias de idade. ROCHA et al. (2003), avaliando diferentes niveis
protéicos (20, 23 e 26%) e energéticos (2.850 e 3.000 kcal) na dieta pré-inicial, também nao
detectaram diferengas significativas para peso relativo dos 6rgaos (figado, intestinos, moela e
coragao).

O peso relativo do pancreas apresentou diferenca significativa aos sete e 21 dias de
idade. O maior peso foi observado no tratamento controle, para as duas idades, no qual nao
houve suplementagdo da enzima a-amilase. As diferencas do peso relativo do pancreas da
dieta controle para as racdoes com amilase foram: RPICry e RPIAsp equivale a 12,76% e
21,28%, respectivamente para os 7 dias, com média de 17,02% e para os 21 dias, RICry teve
diminui¢do de 19,44% e para RIAsp de 27,77%, com média de 23,61%. Esta observacao
implica que com acréscimo da amilase exdgena, o pancreas reduz a produgdo a amilase
endogena, fazendo com que diminua a sua funcionalidade e consequentemente o seu tamanho.
KROGDAHL (1985) relatou que o tamanho do péancreas aumentou rapidamente durante a
primeira semana, aumentando de 0,2% do peso corporal no primeiro dia para 0,5% aos 7 dias,
como resultado da crescente produgdo de enzimas digestivas.

O resultado encontrado neste trabalho, corrobora com KROGDAHL (1985), em que o
peso relativo com sete dias para o tratamento que ndo recebeu enzima, com valor de 0,47%.

SAKOMURA et al. (2004) demonstraram que a idade das aves influenciou
significativamente a taxa de crescimento do pancreas, que diminuiu linearmente com a idade
da ave. O valor maximo observado foi no 7° dia de idade. A partir dos 14 dias, a taxa foi
diminuida semanalmente até a 4* semana de idade. Entre a 4" ¢ 6" semanas houve queda mais
brusca. Segundo KROGDHAL & SELL (1989), NITSAN et al. (1991a,b) e NIR et al. (1993),
0 maior crescimento desse Orgdo ocorre entre a 1* ¢ 2° semanas de idade das aves, reduzindo
em seguida. O crescimento alométrico do pancreas acompanha a curva de crescimento do
frango, porém sua taxa de crescimento ¢ maior nas primeiras semanas de idade das aves, uma
vez que nessa fase ocorre a maturacdo fisiologica de seus Orgdos digestivos, essencial na

producao e liberagdo dos zimogénios das enzimas digestivas (MORAN JR., 1985).
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O peso do figado na fase inicial foi significativo, o que ndo ocorreu na fase pré-inicial.
O maior peso foi encontrado na dieta sem suplementagdo da enzima amilase. A diminui¢ao do
figado foi de 21,22% para RICry e 20,06 para RIAsp. STRINGHINI et al. (2002) encontraram
diferengas no peso relativo do figado aos sete dias de idade, sem efeitos posteriores aos 21
dias de idade, porém, os maiores valores foram encontrados no nivel de 22% PB.

O maximo peso relativo dos orgdos do aparelho digestivo dos frangos de corte ocorre
quando eles atingem de 3 a 8 dias de idade (DROR et al., 1977). NIR et al. (1993) comentam
que o pancreas e o figado de pintos aumentam quatro e duas vezes de peso em relagdo ao peso
corporal, na primeira semana de vida. NOY & SKLAN (1997) mostraram que até
aproximadamente 14 dias de idade o crescimento da mucosa intestinal ¢ mais lento do que o
aumento do diametro e do comprimento do intestino. Alguns trabalhos relatam que ao retardar
o inicio da alimentagdo das aves retarda-se também a maturag¢do de algumas partes do sistema
digestivo que s6 comecam a se desenvolver a partir da presenga de nutrientes no trato
gastrintestinal, principalmente no figado e no pancreas (WYATT et al., 1985; GONZALES et
al., 2000).

4. CONCLUSAO

A suplementagdo do extrato contendo amilase produzida por Cryptococcus flavus e
Aspergillus niger HM2003 na dieta reduziu o peso relativo do pancreas aos sete € 21 dias em
17,02% e 23,61%, respectivamente, e do figado aos 21 dias em 20,94%. Nao houve altera¢do
dos valores aos sete e 21 dias, respectivamente, para peso ave (g) 167 e 782, comprimento do
trato gastrintestinal (cm) 97,15 e 117,2, peso esofago e papo (%) 1,22 e 0,65, peso do pro-
ventriculo e moela (%) 8,03 e 3,80 , peso intestino delgado (%) 7,38 e 3,80, peso do intestino
grosso (%) 1,45 e 0,86 e para peso do figado aos 7 dias (%) de 4,14.
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CAPITULO 6

PERFIL BIOQUIMICO DO FIGADO E DO PANCREAS DE FRANGOS DE
CORTE ALIMENTADOS COM DIETA CONTENDO a-AMILASE

1. INTRODUCAO

Compondo as estruturas do sistema digestorio estdo as glandulas anexas: o figado e o
pancreas. O figado ¢ uma das maiores glandulas do corpo, sendo caracterizado pela
multiplicidade de func¢des complexas (DELLMAN & BROWN, 1982). Segundo HARPER
(1994), as funcdes hepaticas podem ser classificadas em cinco grupos principais: circulatorias,
excretoras, metabolicas, de prote¢do e desintoxicagdo e hematoldgicas. As fungdes
metabolicas no figado, de acordo com GUYTON (1991), estdo caracterizadas pelo conjunto
de células hepaticas que se constituem em grande reservatério que reage quimicamente €
possui elevado metabolismo, compartilhando substratos e energia de um sistema metabolico
para outro, processando e sintetizando multiplas substancias que sdo transportadas para outras
areas do organismo e desempenhando inimeras outras fungdes metabdlicas.

No metabolismo das proteinas, o figado destaca sua capacidade de sintetizar certos
aminoacidos, bem como outros compostos nitrogenados, a partir de aminoacidos. Todos os
aminoacidos ndo-essenciais podem ser sintetizados no figado. Todavia, precisa da formagao
inicial do a-cetodcido e um grupamento amino ¢ transferido por transaminagdo de um
aminoacido disponivel para o a-cetoacido, ocupando o lugar do oxigénio ceto (GUYTON,
1991).

No metabolismo de gorduras, o figado desempenha papel fundamental e também de
transporte. O figado executa no metabolismo lipidico as seguintes fung¢des principais: facilita
a digestao e absorcao dos lipidios pela produgdo da bile, que contém colesterol e sais biliares
sintetizados no 0Orgdo; tem sistemas enzimaticos para sintetizar e oxidar acidos graxos,
triacilglicerdis, fosfolipidios e colesterol; sintetizar e secretar lipoproteinas plasmaticas;
converte excesso de acidos graxos a corpos cetdnicos e desempenha papel essencial no
metabolismo das lipoproteinas plasmaticas (HARPER, 1994). GUYTON (1991) cita as
principais funcgdes do figado no metabolismo dos lipidios: degradacdo dos acidos graxos em

pequenos compostos passiveis de serem utilizados como fonte energética; sintese de
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triglicerideos, principalmente a partir de carboidratos, € em menor grau, a partir de proteinas e
por ultimo a sintese de outros lipidios a partir de 4cidos graxos, sobretudo colesterol e
fosfolipidios.

O figado sintetiza grande parte das substincias sangiiineas usadas no processo da
coagulagdo. Entre estas encontram fibrinogénio, protrombina, globulina aceleradora e fator
VII. A vitamina K ¢ necessaria nos processos metabdlicos do figado para formacdo da
protrombina e dos fatores VII, IX e X. Na auséncia da vitamina K, as concentragdes destas
substdncias caem acentuadamente e, praticamente, impede a coagulacdo do sangue
(GUYTON, 1991).

NUNES (1998) aponta uma diferenca funcional entre aves e mamiferos no
metabolismo de lipideos: em aves o sistema porta ¢ a Unica via para todos os lipideos e
substancias afins. A absor¢do dos lipideos ocorre, principalmente, mediante sua incorporagao
nas micelas. Entretanto como o sitio de absor¢do dos acidos graxos ¢ diferente do sitio de
absor¢ao dos sais biliares, ¢ provavel que ocorra destruigdo da estrutura micelar antes da
absor¢do. Nas aves, além do mecanismo de forma¢do de micelas h4d outro mediado pela
formacao do complexo &cido graxo-proteina carreadora e independente da bile.

BACILA (2003) cita que em aves ocorre uma anormalidade metabdlica hepatica,
denominada figado gordo, com sindrome renal, para a qual sdo susceptiveis pintos de 5 a 7
semanas, bem como galinhas poedeiras obesas. Essa anormalidade metabolica hepatica das
aves domésticas ¢ atribuida a dietas de grande teor energético ou a constituicdo genética da
ave.

Ocorre, ainda, a anormalidade funcional do figado citada por HARPER (1994) como
figado gordo (esteatose hepatica). O figado gordo ¢ o desequilibrio na velocidade de formagao
e liberacdo dos triacilgliceréis podendo se acumular no figado. O actimulo exagerado ¢
considerado como condi¢do patolégica e quando este acimulo se torna cronico, ocorrem
alteragdes fibroticas nas células que progridem até cirrose e conseqiiente disfungdo hepatica.
O figado gordo ¢ enquadrado em duas categorias principais: a primeira esta associada com
niveis elevados de acidos graxos livres plasmaticos resultantes da mobilizagdo de gordura do
tecido adiposo, ou da hidrolise dos triacilglicerois das lipoproteinas, ou dos quilomicrons pela
lipoproteina lipase nos tecidos extra-hepaticos; o segundo tipo de figado gorduroso ¢,
usualmente, devido ao bloqueio metabodlico na producdo de lipoproteinas plasmaticas,
permitindo, assim, acumular triacilglicerois.

SOMMERCORN & SWICK (1981) constataram em trabalho com células hepaticas de

ratos, inibicdo da degradacao de proteinas em fun¢ao do nivel de aminoacidos, demonstrando
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que a velocidade desta degradacdo foi diminuida ou aumentada de acordo com a presenga ou
ndo de niveis adequados de aminoécidos.

O pancreas ¢ um 6rgdo composto que tem fungdes enddcrinas (secre¢des liberadas no
sistema circulatorio) e exdcrinas (secregdes liberadas dentro do sistema de ductos). A fungdo
endocrina responde pela sintese de insulina e glucagon (essenciais para o controle do
metabolismo intermedidrio dos carboidratos) e a exdcrina pela sintese de sais e enzimas
digestivas (amilase, lipase, colipase) que constituem o suco pancreatico (MACARI et al.,
2002).

O suco pancreatico ¢ levado ao duodeno por dois ou trés ductos (BRADLEY &
GRAHAME, 1960) Ele possui pH basico e contém, mais especificamente, sais (Na', Mg"",
HPO,4’, HCO5', bicarbonato de s6dio) e varias enzimas digestivas que hidrolisam carboidratos,
proteinas, lipidios, acidos nucléicos, etc. (amilase, lipase, tripsina, nucleases, colagenases) ou
pode atuar como cofatores (colipase, etc).

Para evitar a autodigestdo das células, as enzimas pancredticas proteoliticas e
lipoliticas sdo secretadas na forma de precursores enzimaticos, podendo ser ativadas,
posteriormente, no limen intestinal, por enzimas produzidas por células enteroenddcrinas ou
pela propria forma da enzima (MACARI et al., 2002).

A regulacdo da secrecao exocrina do figado e do pancreas também ¢ mediada pelo sistema
nervoso autdbnomo, o qual inerva a musculatura lisa da vesicula biliar e ductos.

BACILA (2003) ressalta a importancia das proteinas tissulares que ocupam posicao
central e dominante no metabolismo protéico, devido a sua intima relacdo com o metabolismo
hepatico e as interagdes com outros tecidos por todo o corpo.

Segundo MAYNARD (1984), a transaminacdo ¢ a rea¢do de aminoacidos que ocorre
na mitocondria e no citosol das células do organismo. Possibilita o intercAmbio da amonia de
um aminodcido para um oa-cetodcido. A transaminase mais importante inclui o d4cido
glutamico e acidos a-cetoglutaricos, porém, a aspartico-oxaloacético transaminase ¢ também
significativa. A reagdo ¢ reversivel e exige vitamina Bs como cofator e serve para promover
0s seguintes eventos: aminodcidos em excesso (essenciais) podem ser liberados de suas
amonias para glutamico e a-cetoacidos metabolizados no ciclo do acido tricarboxilico para
energia, aminoacidos dispensaveis podem ser sintetizados a partir de acido glutdmico e de
intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico. Dos aminoacidos essenciais, apenas lisina e
treonina ndo participam da transaminagdo, pois seus a-cetoacidos ndo sdo utilizados para

sintese de aminoacidos essenciais.
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As aves possuem capacidade para transaminar aminoacidos. A alanina
aminotransferase ¢ muito ativa na mucosa intestinal tanto de passaros como de suinos uma
vez que podem usar acido glutdmico para a maioria das necessidades do nitrogénio amino
necessario para sintese de aminoacidos dispensaveis, o que ndo ocorre em outras espécies
(BAKER, 1991).

Estas enzimas, também chamadas aspartato transaminase (GOT ou AST — EC 2.6.1.1)
e alanina transaminase (GPT ou ALT — EC 2.6.1.2), localizam-se 70% no citosol e 30% na
mitocondria do hepatdcito (NELSON & COX, 2003).

HARPER (1994) afirma que o tecido hepatico é rico em ambas as transaminases, mas
conttm mais GPT do que GOT. Estas enzimas estdo envolvidas no metabolismo de
aminoacidos e carboidratos e se apresentam em alta concentracdo nos musculos, figado e
cérebro.

Em estudo feito por LEE & REAPER (1972) sobre a glutamato-oxaloacetato
transaminase no figado de frangos, foi observado que a presen¢a de L-Glu na dieta estimulava
as atividades transaminases e inibia as desidrogenases.

Contrapondo-se sobre este efeito, MORAES (1980) ndo encontrou efeito significativo
de 5 a 15% de L-Glu sobre a GOT total no figado de pintos de corte. MORAES (1998) nao
encontrou diferenca significativa para a atividade de GOT no figado de pintos de corte com
14 dias de idade, alimentados com dietas purificadas e suplementadas com 5,0; 7,5; 10,0; 12,5
e 15% de L-Glu. GUIMARAES et al. (1996) observaram que a suplementagio de L-alanina
na dieta, aumentou a atividade da glutamato-oxaloacetato transaminase no figado sugerindo
melhor utilizagao do &cido L-glutamico como fonte de nitrogénio nao especifico.

A fosfatase alcalina é encontrada nas seguintes partes do organismo vivo: figado,
0ss0s, rins, intestinos e placenta. Conforme HARPER (1994), a fosfatase alcalina ¢ uma
enzima que liberta o fosfato dos ésteres fosforicos organicos e pode produzir o fosfato
inorganico que, entdo, reage com o calcio para formar fosfato de calcio insoluvel. A fosfatase
ndo ¢ encontrada na matriz, € somente encontrada nos osteoblastos do 0sso em crescimento. A
fosfatase alcalina ¢ um indicativo do remodelamento 6sseo, uma vez que os osteoblastos sao
as maiores fontes desta enzima, sendo ndo s6 da fosfatase alcalina como também da fosfatase
acida (HARPER, 1994).

Os osteoblastos secretam quantidade razoavel de fosfatase alcalina quando estdo
depositando ativamente a matriz 6ssea. Acredita-se que essa fosfatase aumente a concentracao
local de fosforo inorganico ou ative as fibras de coldgeno, de modo a causar a deposi¢ao de

sais de calcio. Devido a difusdo de certa quantidade de fosfatase alcalina no sangue, o nivel

100



sanguineo dessa enzima constitui, em geral, um bom indicador da velocidade de formacao
ossea (GUYTON, 1991).

Portanto, quando se aumenta a atividade osteoblastica que ¢ estimulada pelo estresse
causado sobre o esqueleto enfraquecido, podem-se ter alteragdes na concentracdo fosfatase
alcalina. Sao encontrados altos niveis de fosfatase alcalina na cura do raquitismo, no
hiperparatireoidismo, no sarcoma osteobldstico e em outras condigdes de regeneracido Ossea
rapida, HARPER (1994).

A aplicagdo da enzima a-amilase em dietas para aves de corte tem contribuido para
melhoria da eficiéncia alimentar e da produtividade das aves, principalmente na fase pods
eclosdo. Em aves, a andlise do figado e pancreas ¢ um bom indicativo para se verificar
alteracdes em seus sistemas fisioldgicos.

Neste trabalho avaliou-se o efeito da adicdo da a-amilase em dietas para frangos de

corte sobre os parametros da amilase do pancreas e do teor protéico e enzimatico do figado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

A produgdo enzimatica foi realizada no Laboratério de Enzimologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas (UFG) e no Centro de Biotecnologia (UFRGS). O experimento com
frangos de corte foi realizado na Escola de Veterinaria (UFG), nas dependéncias do setor de
Avicultura do Departamento de Produ¢do Animal.

Foram utilizados 360 pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade. Para
condugdo dos ensaios, foram utilizadas trés baterias de ago galvanizado com cinco andares e
divisdes com 0,80 x 0,75 x 0,25 m (comprimento x largura x altura) cada. Estas baterias
foram instaladas em galpao de alvenaria com 12,96 x 2,96 m (38,36 mz) de dimensoes
internas, cumeeira com orientacao norte-sul, pé-direito de 2,32 m, sem lanternim, coberto com
telhas francesas. O galpao ¢ rodeado por mureta de concreto com 0,46 m e tela de arame até o
telhado com altura de 1,70 m, protegido na parte externa por cortina de rafia e sistema com
catracas para sua movimentagao.

Antes da chegada do lote foram obedecidas as normas, tanto para o galpdo quanto para

as baterias, de limpeza e desinfeccdo das instalagdes (telas, cortinas, piso, area externa e
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equipamentos) com duragao de sete dias, sendo dois para limpeza e cinco para vazio sanitario
com pulverizagdo de desinfetante a base de amonia quaternaria e glutaraldeido.

O aquecimento de cada andar das baterias foi realizado com lampadas incandescentes
de 60 W, a iluminagao foi constante, sendo natural ¢ artificial. Os comedouros e bebedouros
foram do tipo calha, sendo limpos e abastecidos duas vezes ao dia. O aquecimento interno foi
monitorado diariamente com termometro de maxima e minima e umidiostato, sendo associado
ao manejo das cortinas para manter a temperatura interna do galpao adequada as aves.

Foram conduzidos, no periodo de outubro a novembro de 2006, dois experimentos do
1° a0 21° e do 8" ao 21° dias de idade sendo o primeiro para avaliar a adi¢io da enzima na
primeira semana (sete dias) e o segundo para avaliacdo da enzima aos de 8 a 21 dias, em
delineamento inteiramente, sendo trés com rac¢des pré-iniciais e trés com racdes iniciais, as
racdes foram formuladas segundo recomendacdes de ROSTAGNO et al. (2005). As ragdes
pré-iniciais e iniciais sdo apresentadas na Tabela 1. Os tratamentos utilizados foram: dieta
com ragdo pré-inicial sem enzima (RPI), dieta com ragdo pré-inicial com enzima de
Cryptococcus (RPICry), dieta com ragdo pré-inicial com enzima de Aspergillus (RPIAsp),
dieta com rac¢do inicial sem enzima (RI), dieta com ra¢do inicial com enzima de Cryptococcus
(RICry) e dieta com ragdo inicial com enzima de Aspergillus (RIAsp). A ragdo ¢ agua foram
oferecidos ad libitum.

Um animal de cada tratamento foi sacrificado e, a seguir, figado e pancreas foram
removidos, acondicionados em recipientes devidamente identificados e rapidamente
congelados, usando-se nitrogénio liquido, com o intuito de cessar a atividade enzimatica, e
posterior armazenamento em sob congelamento. Este material foi homogeneizado (1g de
tecido ¢ 9mL de agua) e depois centrifugado a 8000rpm a 4°C por 10 minutos. Coletou-se o
sobrenadante para a determinagdo, em triplicata, da amilase no pancreas e teor protéico e
atividade enzimatica das enzimas fosfatase alcalina e transaminases por kits comerciais da
DOLES. Todos os procedimentos foram feitos em banho de gelo 4gua destilada para evitar a

perda da atividade enzimatica.
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Tabela 1. Composi¢ao percentual e nutricional das ragdes experimentais pré-inicial (1 a 7
dias) e inicial (8 a 21 dias), na matéria natural

Ingredientes (kg) Racgéo pré-inicial Ragdo inicial
Milho 58,954 60,210
Farelo de soja 34,877 33,954
Oleo vegetal 1,690 1,766
Fosfato bicalcico 1,905 1,826
Calcario 0,924 0,890
Sal 0,447 0,429
L-Lisina.HCI (%) 0,353 0,191
DL-Metionina99(%) 0,351 0,234
Premix mineral/vitaminico' 0,500 0,500
Composicido Quimica

Energia metabolizdvel (kcal/kg) 2.950 3.000
Proteina (%) 22,000 20,790
Triptofano (%) 0,293 0,276
Lisina (%) 1,466 1,263
Metionina + cistina (%) 1,041 0,897
Metionina (%) 0,684 0,554
Treonina (%) 0,850 0,809
Sadio (%) 0,223 0,214
Célcio (%) 0,939 0,884
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,442

'Suplemento mineral e vitaminico. Micromim Aves (suplemento mineral em mg): Manganés 150.000,
Zinco 100.000, Ferro 100.000, Cobre 16.000, Cloreto de Colina 60.000 e Iodo 1.500. Premix Inicial
(Suplemento vitaminico): Vitamina A 8.000.000 UI, Vitamina D; 2.000.000 Ul, Vitamina E 15.000
Ul, Vitamina K 1.800mg, Vitamina B; 1.800 mg, Vitamina B, 6.000 mg, Vitamina By 2.800 mg,
Vitamina B, 12.000 mg, Niacina 40.000 mg, Acido Félico 1.000 mg, Acido Pantoténico 15.000 mg,
Biotina 60 mg, Selénio 300 mg, Antioxidante 30 g.

2.2. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi feita utilizando-se o programa SAEG 9.5 (UFV,
2007) e na ocorréncia de efeito significativo, utilizou-se o teste de Tukey com 10% de

probabilidade para peso absoluto e 5% para perfil bioquimico do figado e do pancreas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A suplementacdo do extrato contendo o-amilase nas racdes influenciou o peso
absoluto do pancreas aos sete dias e aos 21 dias de idade. O peso absoluto do figado foi

influenciado somente quando a suplementagdo ocorreu na fase inicial (Tabela 2). Valores
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maiores do peso do pancreas aos sete (0,776 g) e aos 21 dias (2,778 g) foram observados nas
ragdes isenta de enzima. O figado aos sete dias apresentou média de 6,899 g e aos 21
apresentou valor maior nas ragdes isenta de enzima (26,784 g). Devido a essa diferenciagao
de valores que podera estar alterando o metabolismo animal, foi estudado o perfil bioquimico

do pancreas e do figado.

Tabela 2. Peso absoluto do pancreas e do figado de frangos de corte aos sete e 21 dias de
idade alimentados com dieta suplementada com amilase nas fases pré-inicial e

inicial
Parametros Fase pré-Inicial
7 dias RPI RPICry RPIAsp Valor P CV (%)
Péncreas (g) 0,776 0,686°  0,626° 0,00036 5,976
Figado (g) 6,798 6,968 6,932 >0,05 8,95

Fase Inicial*

21 dias RI RICry RIAsp Valor P CV (%)
Péncreas (g) 2,778 2254°  2,020° 0,00002 6,70
Figado (g) 26,784 21,270 21,716 0,01306 4,58

*M¢édias seguidas por letras distintas na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.

*(RPI) ragdo pré-inicial, (RPICry) ragdo pré-inicial com a-amilase de Cryptococcus flavus,
(RPIAsp) ragdo pré-inicial com a-amilase de Aspergillus niger HM2003, (RI) ragdo inicial,
(RICry) ragdo inicial com a-amilase de Cryptococcus flavus, (RIAsp) rag¢do inicial com a-
amilase de Aspergillus niger HM2003.

O perfil bioquimico do pancreas e do figado sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4.
Analisando o perfil bioquimico da a-amilase pancredtica, observou-se que valores superiores
estatisticamente foram encontrados tanto aos sete dias de idade (774,83 UI/L) como aos 21
dias (655,17 UI/L). Este fato pode estar correlacionado com o tamanho do pancreas, uma vez
que foram encontrados valores absolutos maiores em aves que receberam ragdes sem amilase.
A o-amilase de Cryptococcus flavus e a Aspergillus niger HM2003, diminuiram o peso
absoluto do pancreas e consequentemente a atividade da amilase pancreética.

Para LIMA et al. (2002) a atividade da a-amilase pancredtica foi determinada a 37°C
(BERNFELD, 1955), pela dosagem da maltose liberada, a partir da hidrolise do amido
(substrato), pela enzima presente no extrato pancredtico. Os resultados desse experimento
evidenciaram que o uso de enzima ou probidtico em ragdes de frangos de corte ndo tem efeito
persistente na atividade das enzimas pancreaticas, nao interferindo diretamente na produgao

das mesmas.
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Tabela 3. Atividades da enzima amilase no pancreas de frangos de corte aos sete e 21 dias de
idade alimentados com dieta suplementada com amilase nas fases pré-inicial e

inicial

Dias Racoes* Amilase (UI/dL)

7 RPI 774.83a
RPICry 733.79b
RPIAsp 734.83b
P (%) 0.00237
CV (%) 2.167

21 RI 655.17a
RICry 542.41b
RIAsp 539.31b
P (%) 0.00019
CV (%) 5.85

*M¢dias seguidas por letras distintas na mesma coluna sdo diferentes pelo teste de Tukey
com 5% de probabilidade.

*(RPI) ragdo pré-inicial, (RPICry) ragdo pré-inicial com a-amilase de Cryptococcus flavus,
(RPIAsp) ragdo pré-inicial com a-amilase de Aspergillus niger HM2003, (RI) ragdo inicial,
(RICry) ragdo inicial com a-amilase de Cryptococcus flavus, (RIAsp) racdo inicial com a-
amilase de Aspergillus niger HM2003.

Tabela 4. Concentracdo de proteina (Prot) e atividade das enzimas fosfatase alcalina (FA),
glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT) e glutamato-piruvato transaminase
(GPT) no figado de frangos de corte aos sete e 21 dias de idade alimentados
com dieta suplementada com amilase nas fases pré-inicial e inicial

Fase pré-Inicial

Dias Racoes* Prot (g/dL) FA (UI/L) GOT (UI/L) GPT (UI/L)
7 RPI 1,78 24736° 229,11 70,67

RPICry 1,94 274,70% 226,89 72,21

RPIAsp 1,67 314,41% 232,71 72,60

P (%) 0,05745 0,00422 >0,05 >0,05

CV (%) 8,79 9,94 9,84 9,05

Fase Inicial

Racoes Prot (g/dL) FA (UI/L) GOT (UI/L) GPT (UI/L)
21 RI 1,51 235,98 195,92 59,22

RICry 1,35 282,99 192,53 63,68

RIAsp 1,36 266,35 211,00 68,59

P (%) 0,17213 0,08333 0,19068 0,07827

CV (%) 9,87 11,61 7,96 9,21

®Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna sio diferentes pelo teste de Tukey com 5% de
probabilidade.

*(RPI) ragao pré-inicial, (RPICry) ragdo pré-inicial com a-amilase de Cryptococcus flavus,
(RPIAsp) ragdo pré-inicial com a-amilase de Aspergillus niger HM2003, (RI) ragdo inicial,
(RICry) ragdo inicial com a-amilase de Cryptococcus flavus, (RIAsp) rag¢do inicial com a-
amilase de Aspergillus niger HM2003.

Resultados contrarios aos autores acima foram encontrados, pois houve diferenga na

atividade enzimatica de amilase tanto aos sete quanto aos 21 dias de idade no pancreas. A
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metodologia usada também foi diferente, pois se utilizou kits comerciais para analise do
sobrenadante do triturado.
Depois dos primeiros dias, a atividade de amilase aumenta significativamente (p<0,05)
para um nivel maximo e depois sua atividade fica reduzida (OSMAN & TANIOS, 1983).
DUNNINGTON & SIEGEL (1995) verificaram que a atividade relativa de amilase em
frangos selecionados para alto/baixo peso vivo aos 42 dias de idade teve uma queda no
periodo de 6-8 dias, um pico aos 10 dias e depois caiu até 15 dias de idade.
A atividade especifica de amilase pancreatica de frangos de corte do nascimento até
aos 20 dias segundo NITSAN et al. (1991) diminuiu durante os 3-6 primeiros dias apos

nascimento € aumentou cerca de 10-20% aos 11 dias de idade.

LIMA et al. (2002) evidenciaram que o uso de enzima ou probidtico em ragdes de
frangos de corte ndo apresenta efeito persistente na atividade das enzimas pancreaticas, nao
interferindo diretamente na producdo das mesmas. Ja a temperatura de criagao das aves parece
interferir de forma aleatéria na atividade das enzimas, quando do uso de aditivos na dieta.
Com o aumento da idade, o estresse caldrico causou diminui¢do significativa na produgado e

secrecdo de amilase pancredtica, sendo esse efeito mais evidente no periodo final de criagao.

O crescimento alométrico do pancreas acompanha a curva de crescimento do frango,
porém sua taxa de crescimento ¢ maior nas primeiras semanas de idade das aves, uma vez que
nessa fase ocorre a maturagdo fisiologica de seus orgdos digestivos, essencial na producao e
liberagdo dos zimogénios das enzimas digestivas (MORAN JR., 1985). SAKOMURA et al.
(2004), analisando a atividade da amilase, observaram um efeito linear com o avango da idade
da ave. Proporcionalmente, a fase de maior atividade da amilase foi entre a 1° e a 2° semanas
de idade, quando valores médios aumentaram em 2,3 vezes. Estes resultados podem ser
associados ao crescimento alométrico do pancreas, que teve crescimento maximo nas duas
primeiras semanas de idade. Entretanto, NITSAN et al. (1991) e NIR et al. (1993) observaram
diminui¢do na atividade da amilase nas duas primeiras semanas de idade das aves. Este
comportamento foi atribuido ao fato de que, nos primeiros dias de vida da ave, a absor¢ao de
nutrientes do saco vitelino pode interferir na produg¢do enzimatica (NITSAN et al., 1991).
Deve-se considerar, que a presenca e concentracdo do substrato dos alimentos, associadas a
maturagdo dos 6rgaos digestivos, conforme a idade das aves sdo fatores que podem interferir
na atividade das enzimas pancreaticas (MORAN JR., 1985; NITSAN et al, 1991; SELL et al.,
1991). A atividade da amilase — uma enzima indutiva — depende da presenca do substrato

(RODWELL, 1990).
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No figado aos sete dias de idade nao se obteve diferenca estatistica para concentragao de
proteina (1,80 g/dL de média), para as transaminases GOT (229,57 UI/L) e GPT (71,82 UI/L).
O tnico parametro que apresentou diferenca estatistica foi a fosfatase alcalina aos sete dias de
idade. O menor valor de atividade foi apresentado na ragdo com auséncia da enzima o-
amilase. Essa diferenga pode ser atribuida a véarias correlagdes metabodlicas desde secrecao
pelos osteoblastos ou a algum fator hepatico. Talvez a acdo da enzima (extrato bruto) aplicado
esteja ajudando na liberacdo de fosforo e para manter a homeostase, a atividade da fosfatase
alcalina esteja aumentada, tentando também manter a equilibrio da relacdo Ca:P, nas aves.
Esta relagdo ¢ de extrema importancia para equilibrio do crescimento 6sseo em aves. Outros
parametros nao apresentaram diferenca significativa para a dieta aplicada implicando que nao
ha nenhum dano hepético com a presenga das enzimas nas ragoes.

Aos 21 de idade ndo houve diferenga estatistica para nenhum dos parametros
avaliados. As médias sdo de 1,41 g/dL para concentracdo de proteina, 261,77 UI/L para
fosfatase alcalina e para as transaminases de 199,82 UI/L para a GOT e 63,83 UI/L para a
GPT.

4, CONCLUSAO

A presenca da enzima o-amilase de Cryptococcus flavus e Aspergillus niger HM2003
em ragdes para frangos de corte altera o metabolismo do pancreas e do figado. A atividade da
enzima amilase no pancreas diminuiu 5,23% aos sete dias para fase pré-inicial e 17,45% aos
21 dias para fase inicial. No figado, aos sete e 21 dias, para fases pré-inicial e inicial, os
valores ndo foram significativos para: concentracao de proteina (1,80 e 1,41 g/dL), glutamato-
oxaloacetato transaminase (229,57 e 199,82 UI/L) e glutamato-piruvato transaminase ( 71,82
e 63,83 UI/L). A atividade da fosfatase alcalina foi significativa aos sete dias, com menor
valor na ragdo sem suplementagdo amilase (227,36 UI/L), e aos 21 dias ndo houve diferenga

significativa (261,77 UI/L).
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CAPITULO 7

PERFIL BIOQUIMICO DO SORO DE FRANGOS DE CORTE
ALIMENTADOS COM DIETA SUPLEMENTADA COM o-AMILASE

1. INTRODUCAO

Em aves, a andlise do soro ¢ um bom indicativo para se verificar alteragdes em seus
sistemas fisiologicos (GAW et al., 2001). Analises sangiiineas podem ser realizadas a partir
de sangue total, no entanto, o soro € o plasma sdo amostras preferenciais para a maioria das
mensuragdes (MOTTA, 2003). O soro ¢ o liquido que se separa da parte solida resultante da
coagulacdo do plasma ou do sangue (VIEIRA, 1995).

CARDOSO ¢ TESSARI (2003) mencionam que a idade das aves, condigdes
ambientais e diferentes regides ou paises sdo fatores que podem afetar o estudo dos
parametros hematoldgicos. Afirmam, ainda, que mesmo com o crescimento da atividade
avicola, ocorreu grande desenvolvimento de métodos de diagnodsticos e de profilaxia das
doencas aviarias. Entretanto, aspectos bdasicos relacionados a fisiologia e as avaliagdes
clinicas e laboratoriais foram pouco estudados.

A andlise de diferentes atividades enzimdticas no soro sanguineo oferece informagdes
valiosas para o diagndstico de uma série de condigdes morbidas (LEHNINGER, 2002).
BORSA et al. (2006) afirmaram que variaveis bioquimicas tém sido usadas como auxiliares
do diagnostico das enfermidades nos animais domésticos, contudo, existem poucos trabalhos
sobre os niveis de referéncia dessas variaveis em aves, sendo talvez a causa da nao utilizacao
de exames de laboratério na area de patologia aviaria. A enzima hepdtica costumeiramente
incluida no perfil de triagem bioquimica sérica ¢ a fosfatase alcalina (FERREIRA NETO et
al., 1978; DUNCAN, 1982; MEYER et al., 1995).

A elevagdo dos niveis sérico-enzimaticos atribuida a disfungdo hepatica pode ser
decorrente da ruptura dos hepatocitos, resultantes de necrose, ou das alteragdes no processo de
colestase da fosfatase alcalina (KANEKO, 1989). O diagnostico das enfermidades hepaticas
em aves, segundo LUMEI] e WESTERHOF (1987), ndo € pratica muito simples, pois nem
sempre se observa correlacdo entre alteracdes dos niveis séricos de enzimas hepaticas e a

patologia do figado.
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A fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1) € um grupo de isoformas de enzimas nao-especificas
que hidrolisam muitos tipos de ésteres de fosfato em pH alcalino. A fosfatase alcalina esta
elevada no soro devido a obstru¢do do duto biliar intra ou extrahepatico, que ¢ secundaria a
necrose do tecido hepatico (KANEKO, 1989). Aumentos da atividade da fosfatase alcalina na
doenca hepatica sao resultado do aumento da sintese dessa enzima pelas células que revestem
os canaliculos biliares (GAW et al., 2001). Os osteoblastos secretam quantidade razodvel de
fosfatase alcalina quando estdo depositando ativamente a matriz dssea. Devido a difusdo de
certa quantidade de fosfatase alcalina no sangue, o nivel sanguineo dessa enzima constitui
também, indicador da formagao 6ssea (CHRISTENSON, 1997).

O calcio estda envolvido em varios processos tanto bioquimicos quanto fisiologicos,
sendo um importante elemento estrutural do tecido 6sseo. Os 0ssos, embora aparentemente
estaticos, sdo continuamente reconstituidos, ou seja, 20% do seu total de cdlcio é renovado
anualmente. As principais fun¢des do calcio no organismo sdo: a¢do sobre permeabilidade das
membranas celulares; importante na coagulacdo sangiiinea; funciona como ativador de
enzimas e da contracdo muscular; atua sobre a transmissdo dos impulsos nervosos e sobre a
excitabilidade dos nervos (ALBUQUERQUE, 1988). O balango de célcio geralmente reflete o
grau de acoplamento do processo de formagio e destrui¢do Ossea. E importante reconhecer
que 99% do calcio corporal estdo no osso, € ndo ha possibilidade de formagdo d6ssea sem
balango positivo de célcio (PERINI, 1992).

O célcio no plasma encontra-se presente sob trés formas diferentes. Cerca de 40% (1
mmol/L) do célcio estdo combinados as proteinas plasmaticas e, nesta forma, ndo se difundem
através da membrana capilar. Outros 10% do célcio (0,2 mmol/L) difundem-se através da
membrana capilar, mas encontram-se combinados com outras substancias do plasma e dos
liquidos intersticiais (por exemplo, citrato e fosfato) sob forma ndo ionizada. Os 50%
restantes de calcio do plasma sdo difusiveis através da membrana capilar e ionizado. Por
conseguinte, o plasma e os liquidos intersticiais possuem concentracao normal de ions calcio
de aproximadamente 1,2 mmol/L ou 2,4 mEq/L, correspondendo a apenas metade da
concentragdo plasmatica total de calcio. Esse calcio i6nico ¢ importante para a maioria das
fungdes do calcio no organismo incluindo a formagao 6ssea (GUYTON, 1991).

Para GANONG (1967), o célcio livre estd ionizado nos liquidos corporais sendo
essencial para coagulagdo sanguinea, contragdes musculares e fungdes do sistema nervoso. O
calcio 6sseo € usado para atender as diferentes necessidades metabolicas de varios tecidos.

A reducdo da fragdo ionizada do calcio sérico causa tetania. Esta pode ser devido ao

aumento do pH sangiiineo (tetania alcalotica, tetania gastrica) ou a falta de calcio oriunda de
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absorc¢ao intestinal deficiente, diminui¢ao de ingestdo na dieta, aumento da excrecao renal ou
deficiéncia da paratiredide. O aumento da retencdo de fosforo, como ocorre nas doencas
tubulares renais, também predispde os niveis baixos de calcio no soro (HARPER, 1977).

O fosforo ¢ essencial a estrutura dssea e ao metabolismo, uma vez que apresenta
diversas formas estruturais complexas; suas fontes representam grande parcela dos custos da
racdo e, sendo assim, tem sido objeto de grande nimero de trabalhos cientificos (LIMA,
1995). Dentre as funcdes do fosforo, destaca-se ser constituinte do DNA e RNA, que por sua
vez sdao constituintes dos fosfolipidios e dos componentes de macromoléculas
(LINKSWILLER, 1976).

Aproximadamente 85% do fosforo estdo localizados no esqueleto, co-precipitado com
calcio no complexo hidroxiapatita, agindo como reservatério de fosforo para o organismo, o
restante ¢ encontrado nos musculos, cérebro e sangue.

Dentre as funcdes do fosforo destacam-se: formacdo dos ossos, manutencdo das
reagoes biologicas, formagao de aminodacidos, transferéncia da informacao génica, atua como
tampao e nos tecidos ¢ importante para suprimento de energia. O fosfato inorganico encontra-
se principalmente sob duas formas no plasma: HPO,' ¢ H,PO, ' (GUYTON, 1991).

O nivel elevado de fosforo na dieta dificulta a absor¢do do calcio dietético, e nivel
plasmatico também diminui o que induz a liberacdo do paratormonio, que induz a
mobilizacdo do calcio e do fosforo dos ossos para o plasma sanguineo, a fim de que se possa
manter o equilibrio homeostatico do organismo. Na maioria das vezes, o calcio e o fosforo
ocorrem, no organismo, combinados entre si. No entanto, a caréncia de um ou de outro na
dieta limita o valor nutritivo de ambos (HONMA, 1992).

Segundo MAYNARD et al. (1984), os niveis de fosforo do plasma sdo mais
facilmente cambidveis por meios dietéticos do que os de célcio, ja que o célcio ndo ¢ tao
influenciado pela ingestdo dietética.

Para SCOTT et al. (1976), o potassio ¢ importante no auxilio a ATPase (proteina
transportadora de ions através da membrana celular), atuando juntamente com sodio e
magnésio. Os autores verificaram, ainda, que o potdssio estd relacionado com catabolismo da
lisina. O hormdnio regulador é responsavel também por maior excre¢do de ion sédio,
estimulando a bomba sodio e causando retengao aumentada de ions potéssio e hidrogénio.

O papel dos eletrdlitos na discondroplasia tibial tem sido estudado e ¢ bem
estabelecido que a acidose metabolica, induzida pelo cloreto de amonio ou pelo simples
excesso de cloreto em relacdo ao sodio e potassio, aumenta a incidéncia de discondroplasia

tibial. Desta forma, o balango eletrolitico (cation: anion) entdo pode influenciar a ocorréncia
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da discondroplasia tibial. Com a finalidade de manter o equilibrio acido-bésico, as aves
regulam a excrecdo do sddio, potéssio e cloro (MENDONCA JR., 1990).

O cloro e o magnésio sd3o importantes no metabolismo. Esses nutrientes sio
prontamente mensuraveis no sangue, ¢ em parte seus niveis refletem sua ingestdo dietética
(GAW et al., 2001). O cloro ¢ um dos principais eletrélitos do sangue, sendo responsavel pelo
equilibrio 4cido-basico (McDOWELL, 1992). E o 4nion mais abundante do liquido
extracelular, e desempenha importante papel na manuten¢do da distribuicdo de agua no
organismo, na pressao osmotica e na neutralidade elétrica (MOTTA, 2003). O cloro auxilia a
passagem de nutrientes para dentro das células, particularmente de monossacaridios e
aminoacidos. Assim, niveis baixos desse mineral podem comprometer o metabolismo
energético e protéico (LARBIER e LCLERQ, 1992). Parte do magnésio no organismo esta
associada ao calcio e ao foésforo, no esqueleto. O restante ¢ encontrado no musculo
esquelético e cardiaco, rim, figado e liquido intersticial. Somente um por cento do magnésio
total se encontra no plasma (VIEIRA, 1995) e a concentragdo normal varia de 2 a 5 mg/dL
dependendo da espécie (KANEKO, 1989). O magnésio age como ativador enzimatico na
maioria dos aspectos da bioquimica intracelular, incluindo a glicolise, o metabolismo
oxidativo e o transporte transmembrana de potassio e de calcio. Cerca de 30% do magnésio da
dieta sdo absorvidos pelo intestino delgado e amplamente distribuidos para todos os tecidos
metabolicamente ativos (GAW et al., 2001). A absor¢do deste mineral pode ser afetada pela
quantidade de calcio, fosfato, proteina, lactose ou alcool presente na dieta (MOTTA, 2003).

As proteinas plasmaticas do sangue sdo formadas por: albumina, globulinas alfa, beta,
gama e fibrinogénio e a maioria sdo sintetizadas no figado. Estas fazem parte de 20% do
sangue e além de serem nutrientes essenciais para a vida, entre as suas funcdes, a de manter a
pressdo osmotica, serem reguladoras do mecanismo 4cido-base do sangue, serem
transportadoras de hormonios e formarem parte importante das enzimas e imunoglobulinas. E
importante medir as proteinas plasmaticas no sangue para detectar processos inflamatorios
graves (CHARLES NORIEGA, 2000).

A amilase ¢ uma metaloenzima Ca?” dependente que atua no intestino hidrolisando
polimeros de glicose (amido, amilopectina e glicogénio) nas liga¢des glicosidicas a-1, 4,
produzindo maltose e dextrina limite. A alfa-amilase estd presente em varios tecidos
(glandulas salivares, cérebro, pulmdo), mas em maior quantidade no pancreas e duodeno.
Grande parte da amilase sangiiinea ¢ removida pela filtragdo renal e eliminada na urina.
Portanto, uma das causas provaveis de hiperamilasemia ¢ a diminui¢do da filtracao

glomerular. No entanto, se esta causa for eliminada, amilase tem alta especificidade para lesao
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pancreatica. A amilase esta presente em varios tecidos, mas sua atividade esta concentrada em
pancreas e duodeno (KRAMER, 1989).

A amilase sanguinea provém de duas fontes principais: pancreas e glandulas salivares.
Outras fontes potenciais de amilase sérica sdo os 6rgaos de reprodugdo e o figado.

A amilase ¢ uma hidrolase normalmente secretada pelas células acinares do pancreas
para o ducto pancredtico e deste para o duodeno. No intestino, a amilase hidrolisa os
carboidratos em seus componentes, os agucares. Quando ocorre lesdo das células acinares
como na pancreatite, ou ocorrendo obstrucdo no fluxo do ducto pancredtico como no
carcinoma pancreatico, a amilase fluira para o sistema linfatico intrapancreatico e peritdnio e,
por drenagem, atingira os vasos sangiiineos em concentragao elevada. A amilase aumentara
dentro de 12 a 24 horas apos o inicio da doenga, sendo rapidamente clareada pelos rins,
atingindo os niveis normais em 48 a 72 horas.

Nos casos de pancreatite persistente, obstru¢do dos ductos pancreaticos ¢ pseudocisto
pancreatico, os niveis de amilase no soro estardo persistentemente aumentados. Muito embora
a dosagem da amilase seja um teste sensivel para diagnostico de doencgas pancredticas, ela ndo
¢ especifica. Outras doencas ndo pancredticas podem elevar os niveis de amilase no soro
como na perfuracdo do intestino, na ulcera péptica penetrante para o pancreas ¢ na obstru¢ao
duodenal.

As patologias que mais comumente apresentam valores altos de amilase sdo:
pancreatite aguda primdria, pancreatite cronica recidivante, Ulcera péptica perfurada,
perfuragdo de intestino, parotidite (caxumba), cetoacidose diabética, obstrucdo duodenal,
colecistite aguda, gravidez ectdpica e insuficiéncia renal.

Neste trabalho avaliou-se o efeito da suplementacdo do extrato contendo a-amilase em
dietas pré-iniciais e iniciais para frangos de corte sobre os parametros sangiiineos: calcio (Ca),
fosforo (P), cloro (Cl), potassio (K), proteina (Prot) e das atividades das enzimas fosfatase

alcalina (FA) e amilase (AM).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimentos gerais

A produgdo enzimatica foi realizada no Laboratorio de Enzimologia do Instituto de

Ciéncias Bioldgicas (UFG) e no Centro de Biotecnologia (UFRGS). O experimento com
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frangos de corte foi realizado na Escola de Veterinaria (UFG), nas dependéncias do setor de
Avicultura do Departamento de Producdo Animal.

Foram utilizados 360 pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade. Para
condugdo dos ensaios, foram utilizadas trés baterias de ago galvanizado com cinco andares e
divisdes com 0,80 x 0,75 x 0,25 m (comprimento x largura x altura) cada. Estas baterias
foram instaladas em galpao de alvenaria com 12,96 x 2,96 m (38,36 mz) de dimensoes
internas, cumeeira com orientacao norte-sul, pé-direito de 2,32 m, sem lanternim, coberto com
telhas francesas. O galpdo ¢ rodeado por mureta de concreto com 0,46 m e tela de arame até o
telhado com altura de 1,70 m, protegido na parte externa por cortina de rafia e sistema com
catracas para sua movimentacao.

Antes da chegada do lote foram obedecidas as normas, tanto para o galpao quanto para
as baterias, de limpeza e desinfeccdo das instalagdes (telas, cortinas, piso, area externa e
equipamentos) com duragdo de sete dias, sendo dois para limpeza e cinco para vazio sanitario
com pulverizagao de desinfetante a base de amonia quaternaria e glutaraldeido.

O aquecimento de cada andar das baterias foi realizado com lampadas incandescentes
de 60 W, a iluminagdo foi constante, sendo natural ¢ artificial. Os comedouros e bebedouros
foram do tipo calha, sendo limpos e abastecidos duas vezes ao dia. O aquecimento interno foi
monitorado diariamente com termometro de maxima e minima e umidiostato, sendo associado
ao manejo das cortinas para manter a temperatura interna do galpao adequada as aves.

Foram conduzidos, no periodo de outubro a novembro de 2006, dois experimentos do
1° a0 21° e do 8" ao 21° dias de idade sendo o primeiro para avaliar a adi¢io da enzima na
primeira semana (sete dias) e o segundo para avaliacdo da enzima aos de 8 a 21 dias, em
delineamento inteiramente, sendo trés com rac¢des pré-iniciais e trés com racdes iniciais, as
racdes foram formuladas segundo recomendacdes de ROSTAGNO et al. (2005). As ragdes
pré-iniciais e iniciais sdo apresentadas na Tabela 1. Os tratamentos utilizados foram: dieta
com ragdo pré-inicial sem enzima (RPI), dieta com ragdo pré-inicial com enzima de
Cryptococcus (RPICry), dieta com ragdo pré-inicial com enzima de Aspergillus (RPIAsp),
dieta com rac¢do inicial sem enzima (RI), dieta com ragdo inicial com enzima de Cryptococcus
(RICry) e dieta com ragdo inicial com enzima de Aspergillus (RIAsp). A ragdo ¢ agua foram
oferecidos ad libitum.

Coletou-se o sangue, de uma ave por repeti¢do de cada tratamento, aos sete dias de
idade na fase pré-inicial e aos 21 na fase inicial, por pun¢do cardiaca em tubos identificados
que foram centrifugados a 6.000 rpm por 10 minutos, para obtencdo do soro, no qual se

procederam as andlises dos minerais calcio (Ca mg/dL), fosforo (P mmol/L), cloro (CI
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mmol/L) e potéassio (K mmol/L), das atividades das enzimas fosfatase alcalina (FA UI/L) e

amilase (AM U/dL) de proteina (Prot g/dL), através de kits comerciais DOLES.

2.2. Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita usando o programa SAEG 9.5 (UFV, 2007) e quando

significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com 10% de probabilidade.

Tabela 1. Composicao percentual e nutricional das ragcdes experimentais pré-inicial (1 a 7
dias) e inicial (8 a 21 dias), na matéria natural

Ingredientes (kg) Racgao pré-inicial Racao inicial
Milho 58,954 60,210
Farelo de soja 34,877 33,954
Oleo vegetal 1,690 1,766
Fosfato bicalcico 1,905 1,826
Calcario 0,924 0,890
Sal 0,447 0,429
L-Lisina.HCI (%) 0,353 0,191
DL-Metionina99(%) 0,351 0,234
Premix mineral/vitaminico' 0,500 0,500
Composicido Quimica

Energia metabolizdvel (kcal/kg) 2.950 3.000
Proteina (%) 22,000 20,790
Triptofano (%) 0,293 0,276
Lisina (%) 1,466 1,263
Metionina + cistina (%) 1,041 0,897
Metionina (%) 0,684 0,554
Treonina (%) 0,850 0,809
Sédio (%) 0,223 0,214
Célcio (%) 0,939 0,884
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,442

'Suplemento mineral e vitaminico. Micromim Aves (suplemento mineral em mg): Manganés 150.000,
Zinco 100.000, Ferro 100.000, Cobre 16.000, Cloreto de Colina 60.000 e Iodo 1.500. Premix Inicial
(Suplemento vitaminico): Vitamina A 8.000.000 UI, Vitamina D; 2.000.000 UI, Vitamina E 15.000
Ul, Vitamina K 1.800mg, Vitamina B; 1.800 mg, Vitamina B, 6.000 mg, Vitamina Bs 2.800 mg,
Vitamina B, 12.000 mg, Niacina 40.000 mg, Acido Félico 1.000 mg, Acido Pantoténico 15.000 mg,
Biotina 60 mg, Selénio 300 mg, Antioxidante 30 g.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfis séricos de nutrientes sdo apresentados na literatura para diferentes dietas,
linhagens e metodologias de analise empregadas. Além disso, os valores das enzimas e dos
minerais no soro diferem de alguns autores, devido, também, a aparelhagem usada para as
dosagens e o método de obtencao do soro.

A tabela 2 abaixo mostra o perfil das concentracdes dos minerais, proteina e enzimas

no soro de frangos de corte.

Tabela 2. Concentragdes de calcio (Ca), foésforo (P), cloro (Cl), potassio (K), proteina (Prot),
fosfatase Alcalina (FA) e amilase (AM) no soro de frangos de corte aos 7 fase pré-
inicial) e aos 21 dias de idade (fase inicial)

7 dias Racoes - Fase Pré-Inicial* Valor de P CV (%)
RPI RPICry RPIAsp
Ca (mg/dL) 5,71° 6,90° 5,99% 0,04377 11,10
P (mmol/L) 5,12° 4,76 6,24° 0,01132 12,45
Cl1 (mmol/L) 153,08° 124,43 141,49%° 0,03291 10,76
K (mmol/L) 6,39 6,54 6,12 >>0,10 11,02
Prot (g/dL) 1,85 2,00° 2,50° 0,00046 9,05
FA (UI/L) 969,69 979,98 974,66 0,35347 1,11
AM (U/dL) 583,41 553,69 554,50 >>0,10 8.29
21 dias Racgoes - Fase Inicial Valor de P CV (%)
RI RICry RIAsp
Ca (mg/dL) 6,05 5,55 5,47 0,09844 7,35
P (mmol/L) 5,72 4,98" 4,99° 0,01084 6,96
CI (mmol/L) 123,95 137,43 138,65 0,34475 12,67
K (mmol/L) 4,48° 5,89° 6,74° 0,00010 9,60
Prot (g/dL) 3,65 2,97° 3,12° 0,02227 10,70
FA (UI/L) 969,08 961,08 970,56 >>0,10 1,48
AM (U/dL) 589,11 548.80 542,70 0,20434 7.47

®'Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna sio diferentes pelo teste de Tukey (P<0,10).
*(RPI) ragdo pré-inicial, (RPICry) ragdo pré-inicial com a-amilase de Crptococcus flavus, (RPIAsp)
racdo pré-inicial com Aspergillus niger HM2003, (RI) ragdo inicial, (RICry) ragdo inicial com a-
amilase de Cryptococcus flavus, (RIAsp) ragdo inicial com a-amilase de Aspergillus niger HM2003.

A menor concentracdo do ion calcio no soro, aos sete dias de idade, foi encontrada nas
racdes isentas de enzimas (5,71 mg/dL). Aos 21 dias, a concentracdo média foi de 5,69
mg/dL. SILVA et al. (2002), trabalhando com dietas purificadas, encontrou valores de 5,97
mg/dL em ragdes com 10% de acido glutamico. VIEITES et al. (2004) acharam valores de
8,31 mg/dL em dietas com 20% de proteina bruta, trabalhando com diferentes balancos
eletroliticos, enquanto KIRKPINAR & BASMACIOGLU (2006) encontraram 9,96 mg/dL em

dietas a base de milho e farelo de soja . Valores mais altos foram encontrados por LEDOUX
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et al. (1992), de 10,14mg/dL na dieta controle, ¢ GONZALES et al. (2001) cujo valor de
referéncia para aves no Sul do Brasil foi de 10,9 mg/dL.

A concentracdo de fosforo foi influenciada pelas dietas tanto aos sete dias, quanto aos
21 dias, todavia seu perfil foi invertido com o tempo. Aos sete dias, o maior valor foi
encontrado na ragdo com enzima de Aspergillus niger HM2003 (6,24 mmol/L) e, aos 21 dias,
na racdo isenta de enzimas (5,72 mmol/dL). Valores encontrados por SILVA et al. (2002)
foram de 6,07 mg/dL para dieta com 10% de acido glutamico e VIEITES et al. (2004)
encontraram 6,97 (mg/dL) para dieta com 20% de proteina bruta. Outro valor que se
assemelha ao encontrado neste trabalho para esta varidvel ¢ o de 8,00 mg/dL, segundo
KIRKPINAR & BASMACIOGLU (2006). O valor de referéncia para o fosforo na regidao Sul
do Brasil é de 7,7 mg/dL (GONZALES et al., 2001).

O perfil do cloro aos sete dias de idade foi influenciado significativamente pela
suplementagdo da enzima a-amilase aos sete dias de idade. O maior valor encontrado foi na
racdo isenta de enzima (153,08 mmol/L). SOUZA et al. (2004) avaliaram a concentragdo de
cloro no soro de aves por fotometria de chama e encontraram valores parecidos aos deste
trabalho, para machos com valor de 105,58 (mEq/L). Aos 21 dias de idade ndo houve
influéncia da adi¢do enzimatica na concentracdo deste ion no soro.

O potassio aos sete dias, ndo apresentou diferenca estatistica na sua concentragao no
soro com média de 6,35 mmol/L. Aos 21 dias de idade, sua concentracao foi alterada
significativamente apresentando maiores valores para ragdes com suplementag¢do de enzimas.
SOUZA et al. (2004) avaliaram, também, a concentragdo de potassio no soro de aves por
fotometria de chama e encontraram o valor de 5,88 (mEq/L) para machos. IMAEDA (1999)
encontrou valores de 4,33 mEq/L usando fotometria de chama para aves saudaveis.

Tanto aos sete como aos 21 dias de idade, houve diferenca para proteina plasmatica.
Aos sete dias o maior valor foi encontrado na ragdo com adi¢do de enzima de Aspergillus
niger (2,50 g/dL). Aos 21 dias, o maior valor foi em ragao isenta de enzima (3,65 g/dL).
CARDOSO et al. (2003) apresentaram valores de 3,30, 3,00 e 3,68 (g/dL) para a primeira,
segunda e terceira semana de vida de frangos de corte, respectivamente. Estes valores
corroboram com os encontrados neste trabalho. MACIEL et al. (2007), analisando o perfil
eletroforético das proteinas séricas de frangos de corte com 42 dias de idade, encontraram
para a dieta padrao valor de 3,42 g/dL.

Os valores de fosfatase alcalina ndo foram significativos para os sete dias de idade
(974,77 UI/L) e aos 21 dias (966,90 UI/L). KANASHIRO et al. (2001) encontraram valores
de 1.029,67 U/L para fosfatase alcalina aos sete dias de idade e aos 23 o valor de 736,72
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(U/L). O pico de atividade da amilase esta entre os sete € o 13° dia em aves tratadas. Apds
essa idade, a atividade decresce gradualmente (MAHAGNA & NIR, 1996). KRAMER (1989)
considera que a atividade da fosfatase alcalina decresce a medida que ocorre a maturagao
Ossea. Osteoblastos secretam grande quantidade de fosfatase alcalina quando estio
depositando hidroxiapatita ativamente na matriz 0ssea, devido a presenca desta enzima no
sangue, o nivel desta enzima constitui, em geral, um bom indicador da velocidade de
formacgdo 6ssea (PARTHEMORE et al., 1993).

A atividade da amilase no soro aos sete dias de idade (563,89 U/dL) ¢ aos 21 dias
(560,20 U/dL) nao diferiu estatisticamente das ragdes isentas e com presenca de a-amilase. O
mesmo perfil foi encontrado por KANASHIRO et al. (2001), que encontraram valores
maiores aos sete dias (1.629,67 U/L) e aos 23 dias (1.116,69 U/L) sem diferenca estatistica,

apesar dos valores serem diferentes do encontrado, devido a metodologia usada.

4. CONCLUSAO

A presenca do extrato contendo a-amilase de Cryptococcus flavus e Aspergillus niger
HM?2003 em racdes, na fase pré-inicial apresentaram os seguintes valores significativos para
os parametros sangiiineos, aos sete dias de idade: calcio (6,90 e 5,99 mg/dL), fosforo (4,76 e
6,24 mmol/L), cloro (124,43 ¢ 141,49 mmol/L), proteina plasmatica (2,0 ¢ 2,50 g/dL). Os
parametros nao significativos aos sete dias foram: potassio (6,35 mmol/L), atividade
enzimatica da fosfatase alcalina (974,77 UI/L) e amilase (563,89 U/dL). Na fase inicial aos 21
dias os resultados significativos foram: fésforo (4,98 e 4,99 mmol/L), proteina plasmatica
(2,97 e 3,12 g/dL). Os parametros nao significativos foram: calcio (5,69mg/dL), cloro (133,34
mmol/L), atividade enzimatica da fosfatase alcalina (966,90 UI/L) e amilase (560,20 U/dL).
Estes resultados serdo usados como referéncia para a comunidade cientifica, pois ainda nao

sdo conhecidos valores no soro para ragdes contendo suplementacao exdgena de a-amilase.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho confirmou-se a viabilidade da produgdo da enzima o-amilase de
Cryptococcus flavus (com extrato de levedura e ragdo pré-inicial para frangos) na forma de
extrato bruto ¢ Aspergillus niger HM2003 (proteina de soja e amido comercial) parcialmente
purificado, na forma liquida, para suplementacdo na dieta de frangos de corte. A
caracterizagdo bioquimica da a-amilase de Cryptococcus flavus, mostrou-se estavel em pH de
3,0 a2 9,0 e termoestavel na faixa de 30 a 70°C, com 80% de atividade até 120 minutos, sua
estabilidade foi eficaz na simulagdo do trato gastrintestinal, o que permitiu inclui-la como
aditivo na alimentacdo de frangos de corte.

A o-amilase em frangos de corte tem acdo na parte do amido resistente e na
suplementagdo da amilase endégena, uma vez que animais jovens, de um a sete dias de idade,
tém baixa producdo de amilase pancreatica. A avalia¢do in vitro ndo correspondeu in vivo,
pois a andlise laboratorial ndo foi confirmada com os resultados de campo. A aplicagdo da
enzima nas ragdes experimentais (in Vitro) aumentou a liberagdo de agucares redutores,
disponibilizou a proteina soluvel e a atividade da amilase continuou estavel no periodo
experimental, obtendo melhor resultado para as ragdes pré-iniciais.

O experimento in Vvivo ndo confirmou que a adi¢do de a-amilase produzida por
microrganismos, como Cryptococcus e Aspergillus sao eficientes para pintos de um a sete
dias de idade. A enzima foi acrescentada também na fase de oito a 21 dias de idade, mas,
também, ndao houve efeito, talvez pela producao endogena ter sido auto-suficiente, fazendo
com isso o papel da hidrolise do amido completamente. A viscosidade da racdo e da digesta
foram avaliadas, apesar de racdes a base de milho e farelo de soja serem de baixa viscosidade,
e ndo se obteve diferenciacao.

Para avaliar a acdo da enzima no metabolismo animal foram feitos analise da
biometria dos 6rgdos digestivos e o perfil bioquimico do figado, pancreas e soro. A biometria
revelou que a acdo da enzima diminuiu o peso relativo do figado e do pancreas, alterando
consequentemente a atividade da amilase medida no pancreas. As enzimas medidas no tecido
hepatico, assim como, as medidas no soro, servirdo de referéncia para a comunidade
cientifica.

Este estudo mostrou a importancia da biotecnologia enzimadtica aliado ao setor de

produgdo animal, pois ha necessidade de novas alternativas para o aumento da producdo de
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alimentos saudadveis para a populacdo e manutengdo da cadeia produtiva do agronegodcio
brasileiro.

O uso de enzimas em ragdes tem tido um incremento importante na avicultura
moderna. Muitas empresas tém se dedicado ao desenvolvimento de produtos, principalmente
complexos enzimaticos, que atuam melhorando aspectos relacionados a digestibilidade de
racdes, principalmente daquelas com ingredientes ndo convencionais. Nesse trabalho,
observou-se que as enzimas produzidas por Cryptococcus e Aspergillus nao foram eficientes
em permitir melhoria de aspectos relacionados ao desempenho e digestibilidade. Talvez, pela
concentragdo da enzima aplicada. Porém, os resultados com enzimas comerciais ainda sao
bastante contestados em virtude da variagdo de resultados obtidos na literatura, o que
caracteriza a importancia dos resultados aqui obtidos. Entretanto, observou-se que nao houve
melhoria, o que justificaria a realizagdo de pesquisas mais aprofundadas com estes
microrganismos e as enzimas por ele produzidas, em outras concentragdes. Espera-se, com
1ss0, que a contribuicdo dessa pesquisa seja importante para abrir novos horizontes de duas

areas aliadas: a biotecnologia enzimatica e a nutri¢do animal.
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