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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram produzir e caracterizar amilase utilizando o
fungo Aspergillus awamori e avaliar os efeitos da sua suplementacdo em dietas
para frangos de corte. Para isso, produziu-se amilase em meio de cultura
contendo milho triturado e farelo de soja como fontes de carbono. A amilase
apresentou 100% de atividade em pH 5,6, atividade relativa de 97,6% em 40°C,
88,64% de estabilidade térmica durante 120 minutos e atividade enzimatica de
3,66 U.mL™. Realizou-se dois experimentos, um na fase pré-inicial e outro na
inicial, utilizando-se 120 frangos de corte machos em cada experimento,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos,
seis repeticdes e 10 aves por unidade experimental, recebendo racdo e agua a
vontade. A adicdo de amilase na racdo pré-inicial aumentou 60,6% a
concentracéo proteica, enquanto que na racéo inicial houve reducéo de 17,6%. A
concentracdo de acUcar redutor aumentou nas racdes pré-inicial e inicial com a
adicdo de amilase. A suplementacdo das dietas com amilase aumentou o
consumo da ragao, piorou a conversdo alimentar e ndo afetou o consumo de
agua, o peso final e 0 ganho de peso na fase pré-inicial. Ja na inicial, reduziu o
consumo de agua e os demais parametros de desempenho nao foram afetados. A
adicdo de amilase nas ra¢6es diminuiu o balanco de nitrogénio na fase pré-inicial;
reduziu a metabolizabilidade da matéria seca, do extrato etéreo e o balanco de
nitrogénio. As viscosidades das racfes pré-inicial e inicial e das digestas dos
frangos de corte ndo foram afetadas pela suplementagcdo enzimatica. A aplicacéo
de amilase nas dietas ndo afetou os parametros hematolégicos e bioquimicos do
sangue, a biometria do trato gastrointestinal, as atividades enzimaticas, o
conteldo de proteina e 0 peso absoluto do pancreas. Entretanto, reduziu a
atividade de amilase e o contetdo de proteina no pancreas, no periodo de oito a
21 dias de criacao das aves. Nao se recomenda a adicdo de amilase produzida

por Aspergillus awamori em ragdes pré-inicial e inicial para frangos de corte.

Palavras-chave: desempenho, digestibilidade, enzimas, frango de corte, sangue
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ABSTRACT

The objectives of this study were to produce and characterize amylase using
Aspergillus awamori and to assess the effects of its addition to diets for broilers.
Amylase was produced in a culture medium containing ground corn and soybean
meal as carbon sources. Amylase showed 100% activity at pH 5.6, 97.6% relative
activity at 40°C, 88.64% thermal stability for 120 minutes and enzymatic activity of
3.66 U.mL™. We conducted two experiments, at different times, one in the pre-
starter and another one in the starter phase, using 120 male broiler chicks in each
experiment, distributed in a completely randomized design with two treatments
and six replicates with ten broiler chicks per experimental unit, receiving food and
water ad libitum. The addition of amylase to the pre-starter diet increased the
protein concentration in 60.6%, while the addition to the starter ration reduced it in
17.6%. The concentration of reducing sugar in the two diets increased with the use
of amylase. Supplementation of diets with amylase increased feed intake,
decreased feed conversion and did not affect water consumption, final weight and
weight gain in pre-starter phase. In the starter phase, it reduced water
consumption but did not affect other performance parameters. The addition of
amylase to the diet in the pre-starter phase decreased nitrogen balance, reduced
metabolization of dry matter, ether extract and nitrogen balance. The viscosity of
pre-starter and starter diets and of the digesta of broilers was not affected by
enzyme supplementation. The addition of amylase to the diets did not affect the
hematological and biochemical parameters of blood, the biometrics of the
gastrointestinal tract, enzyme activities, protein content and pancreas absolute
weight; however, it reduced amylase activity and protein content in the pancreas,
within eight to 21 days. We do not recommend the addition of amylase produced

by Aspergillus awamori to pre-starter and starter diets for broilers.

Keywords: blood, broilers, digestibility, enzymes, performance



CAPITULO |

CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira alcancou niveis de produtividade e organizacao
que a coloca como uma das mais competitivas do mundo (TURRA, 2009). Em
vista disso, a producdo de carne de frango aumentou 8% anualmente, desde
2000 (MENDES, 2010). Em 2013, a avicultura de corte produzir4 cerca de 13
milhdes de toneladas de carne, fazendo do pais o maior exportador mundial
(ZANNI, 2013).

A tecnologia tem papel importante nesse contexto, visto que
proporcionou aumento de cerca de 70% no peso, reducdo de aproximadamente
60% na idade ao abate e melhoria de 55% na converséo alimentar de frangos de
corte, desde 1930 (FIGURA 1). Esses avancos séo atribuidos as melhorias no
manejo, no ambiente, nas instalacdes, na nutricdo, na sanidade e, principalmente,

no melhoramento genético das linhagens de aves de corte (MENDES, 2010).
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FIGURA 1 - Peso vivo (kg), idade (més) e conversdo alimentar (kg.kg™)

ao abate de frangos de corte no periodo de 1930 a 2010
Fonte: MENDES, 2010 - adaptado



A utilizacdo de modernos aditivos na producdo avicola, advindos da
biotecnologia, é essencial, pois pode aumentar a produtividade dos animais e/ou
reduzir os custos de producdo (ARAUJO et al., 2007). Dentre esses, destacam-se
as enzimas exogenas, das quais cerca de duas mil sdo conhecidas, tanto do
ponto de vista funcional como estrutural (MONTEIRO & SILVA, 2009).

Enzimas séo proteinas globulares, de origem bioldgica, formadas por
cadeias de aminoacidos que reagem com substratos especificos, em tempo
definido, dependendo das condicfes de temperatura, pH e umidade, acelerando a
velocidade das reac¢des quimicas, transformando nutrientes em energia e material
celular (NELSON & COX, 2011).

Ao completar o ciclo da reacdo, a molécula de enzima pode manter a
atividade biolégica, voltando a atuar em outra rea¢do da mesma forma, por isso,
as guantidades de enzimas necessdrias para incorporacdo a um substrato sédo
muito pequenas (LIMA, 2005).

As enzimas exdgenas podem ser obtidas de animais, de vegetais e de
micro-organismos. Entretanto, essas substancias podem ser produzidas
industrialmente em laboratérios especializados utilizando fermentacao fangica ou
bacteriana (LIMA et al., 2002).

Na fermentacdo fungica, os géneros Aspergillus, Penicillum e
Trichoderma sdo os mais utilizados. Esses fungos se caracterizam pela alta
producdo de enzimas, pelo menor custo e pela maior variabilidade e estabilidade
das enzimas (COSTA et al., 2004).

Muitas espécies de Aspergillus sdo descritas na literatura como
Aspergillus niveus, A. flavus, A. nidulans, A. niger, A. oryzae, A. versicolor e
Aspergillus awamori. Esses micro-organismos produzem varias enzimas
extracelulares que sao aplicadas na biotecnologia, principalmente amilase, fitase,
protease e celulase (WAINWRIGHT, 1995; CUI et al.,1998; SOUZA-MOTTA et al.,
2005).

O uso dessas enzimas em dietas para aves pode aumentar a
disponibilidade de nutrientes para os animais (CLEOPHAS et al., 1995),
diminuindo a sua presenca nas excretas, reduzindo o impacto ambiental (CAIRES
et al., 2008; MONTEIRO & SILVA, 2009).



A amilase utilizada na alimentacéo de frangos de corte complementa a
producdo enddgena e melhora a degradacdo do amido, pois atua na hidrélise
desse carboidrato (PAQUET et al., 1991; CLEOPHAS et al., 1995), produzindo
moléculas de cadeia curta, tais como dextrinas, maltopentose, maltotriose,
maltose e finalmente glicose (CRUEGER & CRUEGER, 1984). Com isso, a
suplementacdo enzimética das racbes a base de milho e farelo de soja pode
favorecer o desempenho das aves (MINAFRA, 2007).

Alguns trabalhos cientificos apresentam resultados desejados com o
uso de enzimas em dietas para aves (LEITE et al., 2008; CARVALHO et al.,
2009;); outros ndo tém conseguido comprovar a eficiéncia da suplementacéo
enzimatica (HAJATI, 2010; OPALINSKI et al., 2010; CARDOSO et al., 2011;
BARBOSA et al.,, 2012). Ha também estudos em que alguns parametros de
desempenho ou de metabolizabilidade de nutrientes sdo afetados pelo uso
dessas substancias (PUCCI, et al., 2010; VALLE et al., 2010; ISMAIL et al., 2011,
OPALINSKI et al., 2011; FORTES et al., 2012; LEITE et al., 2012).

Diante do exposto, com este trabalho, objetivou-se produzir e
caracterizar amilase, utilizando o fungo Aspergillus awamori, e avaliar os efeitos

da sua aplicacdo em dietas para frangos de corte.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Producéao de enzimas fungicas

O homem explora involuntariamente, desde a antiguidade, as enzimas
encontradas na natureza para produzir alimentos, bebidas, artefatos em couro e
tecidos. Esses processos envolviam enzimas produzidas por micro-organismos de
crescimento esponténeo ou presentes em preparagdes com “rumen de bezerros”
ou maméo (KIRK et al., 2002).

As enzimas produzidas comercialmente sdo provenientes de
fermentacdes que utilizam, geralmente, fungos ou bactérias (FIREMAN &
FIREMAN, 1998). Nesses processos, 0s fungos dos géneros Aspergillus e
Trichoderma sao os mais utilizados, por apresentarem alta produtividade, menor
custo de producdo e maior variabilidade e estabilidade (BEAUCHEMIN et
al.,1998; FIREMAN & FIREMAN, 1998; COSTA et al., 2004).

A identificacdo de novas enzimas e a evolugcdo da biotecnologia
promoveu o desenvolvimento da producédo, permitindo sua introducdo em
processos e produtos industriais (MONTEIRO & SILVA, 2009; ZIMMER et al.,
2009). As enzimas foram classificadas pela Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB) de acordo com as rea¢fes que catalisam (Tabela 1).

As enzimas microbianas podem ser obtidas industrialmente utilizando
fermentacdo em meio liquido ou sdlido (FELLOWS, 1994; RAIMBAULT, 1998;
LIMA et al., 2002). As caracteristicas desejaveis na producdo de enzimas sao:
atividade especifica, altos niveis de resisténcia a inativacdo por temperatura e pH,
seguranca toxicoldgica, baixo custo de producédo, auséncia de interacdes com
a matriz do alimento para facilitar a determinacdo quantitativa de enzima nas

dietas e especificidade em promover os efeitos esperados (LIMA, 2005).



TABELA 1 - Classificacdo das enzimas em funcédo das reacdes catalisadas,
segundo a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(IUBMB)

Classe Subclasse Reacéao catalisada

Oxirredutase Desidrogenase, Oxidase, Oxidacdo-reducdo e remocao ou

Peroxidase, Hidrogenase adicdo de atomos de hidrogénio

Transferase  Metiltransferase, Transferéncia de grupos tais como:
Transaminase aldeidos, cetonas etc.

Hidrolase Carboidrase, Esterase, Hidrdlise e formacéo de glicosideos,
Lipase, Fosfatase, anidridos, ésteres, amidas, peptideos
Protease e outras funcdes com ligacdes C-N

Liase Descarboxilase, Adicao, usualmente de HX, a duplas

Cetoacidolise, Hidratase ligagbes como: C=C, C=N, e C=0, e

também os processos reversos

Isomerase Racemase, Mutase, Transferéncia de grupos na mesma
Isomerase molécula para formar isbmeros
Ligase Sintetase Formacdo ou clivagem de ligagOes

C-S, C-N e ésteres de fosfato

Fonte: NELSON & COX (2011) - adaptado

O uso da tecnologia do DNA recombinante melhora os processos de
producdo, permitindo a comercializacdo de enzimas que anteriormente nao
podiam ser produzidas. Além disso, o0 avanc¢o da biotecnologia e a contribuicdo de
novas areas da biologia sdo importantes para a utilizacdo de micro-organismos
em escala industrial e o desenvolvimento de processos mais eficazes
(MONTEIRO & SILVA, 2009).

A tecnologia enzimatica podera ajudar as industrias de alimentos a
enfrentarem desafios, principalmente em relagdo a projetos que garantam a
seguranca dos aditivos utilizados nas dietas dos animais (BEILEN & LI, 2002;
KIRK et al., 2002), em conformidade com o Cdédigo Internacional de Boas Praticas
na Alimentacdo Animal (PARIZA & COOK, 2010). Além disso, é necessario
verificar em que condi¢Bes e dimensdes essas substancias sédo realmente viaveis
(ARAUJO et al., 2007).



2.1.1 Fermentagdo em meio liquido

As fermentacdes em meio liquido ou submersas sdo responsaveis por
aproximadamente 90% das enzimas produzidas industrialmente (HOLKER et al.,
2004). Nesses processos se empregam normalmente aclcares simples, amido e
dextrinas como fonte de carbono para os micro-organismos (GUIMARAES et al.,
2006; SONI & KHIRE, 2007).

Segundo VATS & BANERJEE (2004), o uso de fungos filamentosos
nesse sistema pode causar problemas, pois seu crescimento provoca aumento na
viscosidade dos caldos durante a fermentacao, afetando a mistura e, no caso das
fermentacdes aerdbicas, podem ocorrer problemas com a oxigenacdo do meio de
cultivo.

Uma das vantagens mais importantes da fermentacdo submersa é a
facilidade de manuseio das vazfes liquidas de alimentacdo e esvaziamento do
reator. Entretanto, o maior inconveniente desse método € a manipulacdo de
maiores volumes de liquido, tornando mais agressivo o processo com relacao ao
meio ambiente, pois, no minimo, 96% da carga inicial &€ descartada como efluente
(FERNANDEZ, 20009).

LI et al. (2006) investigaram o efeito do pH, da concentracdo do
substrato e do tempo de incubacdo de Aspergillus awamori visando a producéo
de xilanase, em meio de cultivo composto por glicose, NH4Cl, KH,PO,4, NaNOg,
MgSO,-7H,0, CaCl,:2H,0 e extrato de levedura. Esses autores verificaram que a
utilizacéio de 49,3 g.L™* de farelo de trigo, pH 4,14 e 103,7 horas de incubacdo
promoveu a atividade enzimatica méaxima de 28,2 U.mL™.

A producao de amilase obtida de Aspergillus awamori, isolado de solo,
foi avaliada por PRAKASHAM et al. (2007) e concluiram que a atividade maxima
de 738 U.mL™ foi conseguida em meio contendo 3% de amido soltvel, 0,5% de
milhocina, 0.125% de KH,PO4, 0.125% de MgSO,47H,0, 1.5% de caseina, pH 4,0
e temperatura de 31°C.

KANAUCHI et al. (2008) estudaram a enzima esterase produzida por
quatro espécies de Aspergillus e observaram que o Aspergillus awamori “strain
G2” produziu enzima com a maior atividade, 394 U.mL® em pH 50 e

temperatura 6tima de 40°C.



A caracterizacdo de amilase produzida por Aspergillus awamori, em
meio de cultura com farelo de trigo, periodo de incubacdo de 96 horas e
temperatura de 37°C, foi realizada por NEGI & BANERJEE (2009). Esses
pesquisadores verificaram que a enzima foi estavel em pH de 3 a 9 e em
temperatura de 25 a 70°C. Além disso, a maior atividade da enzima, 140 U.mL™,
ocorreu em pH 4 e temperatura de 70°C.

GUPTA et al. (2010) avaliaram a-amilase produzida por Aspergillus
niger e concluiram que a atividade méaxima da enzima, 48,8 U.mL™, foi obtida em
meio contendo 0.5% de amido, 0.03% de peptona, 0.02% de tween-80, pH 5,
temperatura de 35°C e com cinco dias de incubagéao.

2.1.2 Fermentacdo em meio solido

A fermentacdo em meio soOlido € o processo no qual ocorre o
crescimento de micro-organismos em substratos sélidos sem a presenca de agua
na forma livre. A 4gua presente nesse sistema encontra-se ligada a uma matriz
sélida, formando uma fina camada na superficie das particulas (RAIMBAULT,
1998).

Segundo VINIEGRA-GONZALEZ (1997) é um processo microbiano
que acontece normalmente na superficie de materiais sélidos que tem a
propriedade de absorver ou conter agua, com ou sem nutrientes solUveis. Essa
definicdo compreende processos em que o suporte sélido é inerte e os substratos
utilizados pelos micro-organismos podem ser substancias solUveis em agua.

A fermentacdo em meio sélido apresenta as seguintes caracteristicas:
a fase solida atua como fonte de carbono, nitrogénio e demais componentes,
além de servir como suporte para o crescimento das células microbianas; o ar,
necessario ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar oS espacos vazios
do meio a pressbes relativamente baixas; o substrato ndo deve apresentar
aglomeracao das suas particulas individuais; o crescimento microbiano ocorre em
condicbes mais proximas as dos seus habitats; o meio apresenta alta
heterogeneidade e os substratos ndo estdo completamente acessiveis ao micro-
organismo (PINTO et al., 2005).



Os fungos filamentosos sdo 0s micro-organismos mais adaptaveis a
fermentacdo em meio soélido, pois sdo capazes de crescerem com umidade baixa,
além de desenvolverem por meio de hifas, o que facilita a colonizacdo do
substrato (DURAND, 2003; HOLKER et al., 2004).

Os estudos das fermentacbes em meio solido estdo focados na
utiizacdo de meios de cultivo a partir de residuos agroindustriais e no
desenvolvimento e monitoramento desses processos (PANDEY et al., 2001) e, de
acordo com COSTA et al. (2007), a utilizacdo desses produtos € uma forma de
utilizar substratos alternativos, resolver os transtornos causados pela poluicao
ambiental nas industrias e de custo na producéo de enzimas.

De acordo com RAIMBAULT (1998) e PRABHAKAR et al. (2005), a
metodologia empregada no processo de fermentacdo em meio sélido é

geralmente simples (Figura 2).
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FIGURA 2 - Etapas de fermentagcdo em meio solido
Fonte: SANTOS et al. 2006 - adaptado




SANTOS et al. (2008) estudaram a producdo de poligalacturonase,
através da fermentacdo em meio soélido, usando o fungo Aspergillus niger e
residuo do pedunculo de caju seco como substrato. Observaram, também, que a
melhor condicédo para a producéo dessa enzima foi umidade de 40%, atingindo-se
atividade da poligalacturonase de 16 U.g™* com 30 horas de fermentagao.

A producdo de amilase, utilizando Aspergillus awamori e torta de
babacu como substrato, foi avaliada por CASTRO & PEREIRA JR. (2010). Esses
autores verificaram que o tempo de fermentacdo mais adequado foi de 144 horas,
quando a atividade foi de 40,5 U.g™.

NEGI & BANERJEE (2010) estudaram a produgdo concomitante de
amilase e protease por Aspergillus awamori e observaram que o farelo de trigo foi
um bom substrato para a producdo dessas enzimas. Além disso, as atividades
méximas foram de 4528,4 U.mL™ para amilase e 250,4 U.mL™ para protease,
alcancadas com 96 horas de incubacao, 35°C de temperatura, pH 5,5 e 85% de
umidade.

Em outra pesquisa, conduzida por SOUZA et al. (2010), foi avaliada a
enzima poligalacturonase produzida por Aspergillus niger em residuo seco da
casca e do albedo do maracuja. A atividade maxima da enzima foi de 20,9 U.g™,
com 66 horas de processo e 40% de umidade inicial. Essa mesma enzima foi
estudada por ABBASI et al. (2011), utilizando o fungo Aspergillus awamori como
in6culo e farinha de trigo como substrato. Esses pesquisadores observaram que
as atividades maximas foram de 1,2 U.mL™ e 0,014 U.mL™ para exo e endo-
poligalacturonases, respectivamente.

A influéncia do pH inicial, do tempo de cultivo, do tipo de bagaco de
cana-de-acucar e da espécie de Aspergillus foi estudada por SALES et al. (2010)
na producdo de celulases e xilanase. A espécie Aspergillus aculeatus URM 4953,
que produziu a celulase e a xilanase simultaneamente, o pH 6,0, o tempo de
cultivo de 168 horas e o0 bagaco de cana-de-agucar residual como substrato foram
as melhores condi¢cfes para producdo dessas enzimas. Além disso, as maiores
atividades enziméticas foram 0,45 U.mL™ de celulase total e 30,05 U.mL™ de

xilanase.
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SANTOS et al. (2011) verificaram o efeito de fermentacéao e do teor de
agua sobre a atividade cinética de celulases produzidas por Rhizopus sp., usando
palma forrageira como substrato e temperatura de 30°C. Esses pesquisadores
observaram que a maxima atividade de carboximetilcelulase (CMCase) foi
5,7 U.mL™" a 0,949 de atividade de 4gua em 96 horas, enquanto que para a
celulase total (FPase) foi 8,7 U.mL™ a 0,993 de atividade de 4gua em 72 horas.

Outro estudo visando a avaliacdo da producdo de celulases foi
realizado por BANSAL et al. (2012). Nesse trabalho foi inoculado Aspergillus niger
em residuos agricolas e de cozinha. Os autores observaram que ap6s 96 horas
de incubagao os valores de CMCase, FPase e B-glucosidase foram de 310, 17 e

33 U.g™ de substrato seco, respectivamente.

2.1.3 Separagéo e purificagdo de enzimas

Apoés a fermentacéo é importante conhecer os processos de separacao
e purificacdo das enzimas. NELSON & COX (2011) relatam que existem diversos
métodos que podem ser utilizados para a separacdo de proteinas e classifica-os
em processos baseados:

a) no peso molecular: didlise e ultrafiltracdo, centrifugacdo em gradiente de
densidade e cromatografia de exclusdo molecular;

b) nas diferencas de solubilidade: precipitacdo isoelétrica, solubilizacdo e/ou
precipitacdo das proteinas por salificacdo e fracionamento por solventes;

c) na carga elétrica da molécula;

d) na adsorc¢éao seletiva; e

e) na especificidade de ligantes: cromatografia por afinidade.

Nessa mesma direcdo, FELLOWS (1994) relatou que as enzimas
podem ser recuperadas do meio de cultivo por centrifugacdo, filtracao,
precipitacdo fracionada, separagdo cromatogréafica, separacdo por membranas,
liofilizac&o ou pela combinacdo dessas técnicas. Segundo 0 mesmo autor, o éxito
da producédo industrial de enzimas depende do grau em que a atividade dos
micro-organismos € alcancada e quanto se reduz nos custos do substrato, da

incubacéo e da recuperacgéo da enzima.
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Segundo NELSON & COX (2011), os processos de purificacéo
requerem métodos para a quantificagcdo ou a avaliacdo da proteina de interesse
na presenca de outras proteinas e que a purificacdo pode ser monitorada pelo
numero de unidades de enzima por miligrama de proteina total.

Visando a separagdo de celulase e xilanase produzidas utilizando
bagaco de cana como substrato e espécies de Aspergillus, SALLES et al. (2010)
utilizaram centrifugacdo. Esse mesmo meétodo foi utilizado por SANTOS et al.
(2011) quando extrairam celulases produzidas por Rhizopus sp. sobre palma
forrageira.

SOUZA et al. (2010) extrairam poligalacturonase produzida por
Aspergillus niger em meio de cultura contendo residuo de maracuja, utilizando
filtracdo em algodéao hidrofobo de uso farmacéutico.

A enzima protease, obtida de Aspergillus niger, foi separada do extrato
enzimatico utilizando filtracdo e centrifugacdo, quando BENAZIR et al. (2011)
compararam meios de fermentacdo liquido e sdlido para a producdo dessa

enzima.

2.2 Mercado de enzimas

A producdo de bens ou produtos consumidos pelo homem envolve, na
sua maioria, reacfes quimicas. A velocidade com que muitas dessas reacfes
ocorrem depende da presenca de catalisadores quimicos. Esses, ao longo das
Ultimas quatro décadas, foram substituidos por enzimas, gracas a evolucdo da
biotecnologia e por serem ecologicamente mais viaveis (KIRK et al., 2002).

De acordo com MONTEIRO & SILVA (2009), o mercado de enzimas
esta dividido em industriais, que incluem as técnicas, as utilizadas em alimentos,
em racao animais e as especiais, que sao destinadas para fins terapéuticos,
diagnéstico, quimica quiral e pesquisa.

O mercado mundial de enzimas industriais, que representa cerca de
60% do setor, movimentou aproximadamente 3,5 bilhdes de ddlares em 2011
(MONTEIRO & SILVA, 2009). Desse montante, 1,3 bilhdo foi de enzimas técnicas,

1,0 bilhdo de enzimas utilizadas em alimentos e bebidas e 1,2 bilhdo de enzimas
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utilizadas na fabricacdo de outros produtos (LI et al., 2012). As previsdes para
2015 sao que o mercado de enzimas industriais movimente cerca de 8,0 bilhdes
de ddlares (SARROUH et al., 2012).

Em 2015, do ponto de vista regional, os maiores aumentos estardo nos
mercados da América Central e do Sul, na Africa e no Oriente Médio. A regido da
Asia e Pacifico também passara por um rapido aumento da demanda devido a
forca da China e da india. A demanda abaixo da média ocorrera na América do
Norte e Europa Ocidental. Nessas, o consumo de enzimas sera travado pelo
impacto da crise da divida publica europeia (ZIGGERS, 2012).

O mercado brasileiro de enzimas foi estimado no ano de 2011 em
cerca de 200 milhdes de délares. As importacbes foram de US$ 119 milhdes
enquanto que as exportagcdes chegaram a US$ 52 milhdes (MDIC, 2012). De
2007 a 2011 as importagdes triplicaram, enquanto que as exportacdes cresceram
moderadamente (Figura 3).
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FIGURA 3 - Exportagédo e importagdo brasileira de enzimas industriais
de 2007 a 2011
Fonte: MDIC (2012)

Assim, o Brasil € um pais essencialmente importador de enzimas
industriais. Nesse sentido, com o Decreto 6041/2007, que instituiu a Politica de
Desenvolvimento da Biotecnologia - PDB, inclui a producéo e o uso industrial de
enzimas (BON et al., 2008; MDIC, 2012), o Governo Federal tentou reverter essa

situacdo. Entretanto, observando a Figura 3, pouco mudou até 2011.
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2.3 Enzimas na alimentacé&o de frangos de corte

A cadeia produtiva de frangos de corte no Brasil evoluiu em
consequéncia do melhoramento genético e dos avancos nas areas de nutrigao,
sanidade e manejo (MENDES, 2010). Nesse contexto, a industria da avicultura
demandara cerca de 60% da quantidade produzida de racdes no pais (ZANNI,
2013).

As racdes para frangos de corte produzidas no Brasil sdo constituidas
de alimentos de origem vegetal, principalmente milho e farelo de soja. A utilizacao
dos nutrientes do milho e da soja pelas aves é considerada alta, mas nem todo
conteudo nutricional desses ingredientes € aproveitado em sua totalidade. Esses
alimentos podem apresentar em sua composicdo substancias antinutricionais
como, por exemplo, os polissacarideos ndo amilaceos - PNAs (CARDOSO, 2011).

Em relacdo aos PNAs, TAVERNARI et al. (2008) relataram que o milho
e o farelo de soja apresentam cerca de 8 e 30%, respectivamente. Além disso,
outros fatores antinutricionais como inibidores de proteases e lectinas podem
estar presentes no farelo de soja e ndo serem degradados pelo sistema digestoério
das aves (CAMPESTRINI, 2005).

Segundo BRITO et al. (2008) os PNAs compreendem uma ampla
classes de polissacarideos como celulose, hemicelulose, quitina e pectinas que
estdo presentes na parede celular de alimentos de origem vegetal e que quando
incluidos nas dietas modificam a metabolizabilidade de nutrientes, o tempo de
permanéncia e a viscosidade no trato digestério dos animais.

Esses polissacarideos e 0s outros componentes das dietas podem ser
digeridos com mais eficiéncia com a inclusdo de enzimas exdgenas nas racfes
(Tabela 2), aumentando a metabolizabilidade dos nutrientes (CARDOSO et al.,
2011; FORTES et al., 2012), diminuindo a viscosidade da digesta (GRAHAM,
1996) e a presenca de nutrientes nas excretas (COSTA et al., 2004), resultando

em melhorias na qualidade do meio ambiente (LIMA et al., 2007).
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TABELA 2 - Principais enzimas utilizadas na alimentacdo de aves, seus

substratos e efeitos

Enzima Substrato Efeitos

Amilase Amido Suplementacdo das enzimas endogenas e
degradac&o mais eficiente do amido

Celulase Celulose Degradacao de celulose e liberacéo de
nutrientes
Fitase Acido fitico Melhor utilizacdo do fosforo dos vegetais e

degradacdo do acido fitico
Galactosidase Galactosidios Remocéao de galactosideos
Glucanase B-glucanos Reducao da viscosidade da racdo e menor

umidade da cama

Lipase Lipidios e &cidos Melhor utilizacdo de gorduras animais e
graxos vegetais

Pectinase Pectinas Reducéo da viscosidade da racao

Protease Proteinas Suplementacdo das enzimas endogenas e

degradacdo mais eficiente de proteinas
Xilanase Arabinoxilanos Reducéo da viscosidade da ragao
Fonte: CLEOPHAS et al. (1995) - adaptado

A idade da ave que se alimenta de ragcéo formulada com enzimas deve
ser levada em questdo (CARDOSO et al., 2011), pois a sua capacidade digestiva
esta relacionada com o tempo de contato do trato gastrointestinal com o alimento
(UNI et al., 1998). Durante as primeiras semanas de vida das aves a atividade
enzimatica e o desenvolvimento fisiolégico ndo estdo totalmente consolidados,
embora algumas enzimas ja estejam presentes antes da eclosdo do ovo. Dessa
forma, as aves ja nasceriam com uma quantidade enzimatica minima e elevaria
sua capacidade digestiva com o decorrer do tempo (LONGO, 2003).

A mudanga de nutrientes fornecidos as aves na fase pré-inicial, que
passam de proteinas e gorduras do saco vitelino para uma dieta composta
basicamente por carboidratos, parece ser o0 maior desafio da nutricao,

considerando-se a metabolizabilidade de nutrientes (LONGO et al., 2005). Além
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disso, os pintos, logo apds a eclosdo, ndo dispdem de enzimas suficientes para
digerirem glicidios e lipidios (MORAN JR., 1985). Assim, 0 uso de enzimas
exdgenas nesse periodo de vida das aves pode melhorar a utilizacdo de

nutrientes das racoes.

2.3.1 Uso de amilase em racao para aves

As enzimas séo classificadas de acordo com o substrato sobre o qual
atuam, portanto, o termo amilase indica a agdo sobre o amido (HARGER, 1982).
Este polissacarideo € encontrado principalmente em sementes de cereais como
milho, cevada, trigo e arroz e em tubérculos ou raizes como batata e mandioca
(MORAES, 2004) e possui em sua constituicdo amilose (25%) e amilopectina
(75%). A amilose € um polimero linear constituido de cerca de 6000 residuos de
glicose unidos por ligacbes glicosidicas do tipo a-1,4, enquanto que a
amilopectina consiste de pequenas cadeias laterais de 15 a 45 residuos unidos
por ligagdes do tipo a-1,6 (BULEON et al., 1998).

Essa enzima pode ser dividida em trés grupos: as a-amilases, as quais
rompem as ligacdes no interior do substrato; as B-amilases, que hidrolisam
unidades das extremidades ndo redutoras do substrato; e as amiloglucosidases
(glucoamilases), que liberam unidades de glicose do terminal ndo-redutor das
moléculas do substrato (REED, 1975).

GUPTA et al. (2003) prop0s outra separacao das amilases, onde sao
descritos dois grupos, as endoamilases e exoamilases. As endoamilases
catalisam as hidrélises de forma aleatoria no interior da molécula de amido. Essa
acdo causa a formacdo de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de
varios comprimentos. As exoamilases hidrolisam a partir das extremidades néo-
redutoras da cadeia resultando em produtos finais pequenos.

Além dos grupos propostos por REED (1975) e GUPTA et al. (2003),
MORAIS (2004) relata mais dois, as amilases desramificadoras e as transferases.
As desramificadoras hidrolisam somente ligagcdes a-1,6 e as transferases sao

conversoras ou modificadoras de amido, que clivam ligagdes glicosidicas a-1,4 da



16

molécula doadora e transferem parte do doador para um aceptor glicosidico com
a formacéo de uma nova ligacéo glicosidica.

A amilase pode ser derivada de diversas fontes, incluindo plantas,
animais e micro-organismos. As microbianas geralmente tém alta demanda
industrial e grandes quantidades estdo disponiveis comercialmente, podendo ser
aplicadas nas industrias alimenticia, téxtil, farmacéutica e de ragdo animal
(SPIER, 2005).

Em dietas para frangos de corte, a amilase exdégena complementa
quantitativamente as enzimas enddgenas desses monogastricos (FISCHER et al.,
2002; CAMPESTRINI et al., 2005). Além disso, segundo MINAFRA (2007),
pesquisas tém mostrado que a adicdo de amilase em racdes a base de milho e

farelo de soja pode melhorar o desempenho das aves.

2.3.2 Desempenho e metabolizabilidade de nutrientes

Na busca pela utilizagdo mais eficiente dos nutrientes das dietas a
base de milho e farelo de soja, o uso de aditivos nas ragdes, principalmente
enzimas, tem sido empregado como uma alternativa viavel na avicultura
(BARBOSA, 2012). As enzimas podem melhorar o desempenho dos animais por
atuarem no aumento da metabolizabilidade dos nutrientes e na diminuicdo da
excrecao de minerais (FISCHER et al., 2002).

As enzimas podem ser adicionadas nas dietas de aves com o0s
objetivos de complementar quantitativamente a atividade enzimatica endégena do
trato gastrointestinal e/ou atuar como fonte de determinada enzima devido a sua
nao producao natural pelo organismo animal (MINAFRA, 2007). Desse modo, a
inclusdo de enzimas exdgenas em dietas para aves reduz a necessidade de
sintese enddgena, o que disponibiliza maior quantidade de aminoacidos para a
sintese proteica (ZANELLA et al., 1999).

De acordo com GUENTER (1997), as principais funcbes da
suplementacdo enzimatica séo: 1) remover ou destruir fatores antinutricionais dos

gréos; 2) potencializar a acdo de enzimas endbgenas; 3) aumentar a
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metabolizabilidade de nutrientes das dietas e, 4) diminuir a poluicdo ambiental
causada pelo excesso de nutrientes excretados.

O efeito da adicdo de amilase, protease e xilanase em racfes a base
de milho, farelo de soja, milheto e sorgo nos parametros de desempenho de
frangos de corte, criados no periodo de oito a 21 dias de idade, foi estudado por
STRADA et al. (2005). Esses autores verificaram que o consumo de ragao, o
ganho de peso e a conversao alimentar ndo foram afetados pela suplementacéo
enzimatica.

MINAFRA (2007) estudou o efeito da suplementagédo da racdo de
frango de corte, de um a 21 dias de idade, com extratos contendo amilase
produzida por Cryptococcus flavus e Aspergillus niger e verificou melhora na
metabolizabilidade dos nutrientes. No entanto, a adicdo de enzimas reduziu a
atividade de amilase pancreatica, o peso dos érgaos e nao afetou o desempenho,
as viscosidades das racfes e das digestas e a producdo de enzima sollvel na
racao.

CARVALHO et al. (2009) ao trabalharem com carboidrases, em racfes
fareladas para frangos de corte, concluiram que a inclusdo das enzimas
aumentou o ganho de peso na fase inicial (um a 21 dias de idade). Além disso,
verificaram que a eficiéncia da suplementacao enzimatica depende da idade e do
sexo da ave.

O efeito da suplementacdo das dietas com complexo enzimatico
(xilanase, [3-glucanase, mannase, pectinase e protease) e da granulometria da
soja integral desativada no desempenho de frangos de corte foi avaliado por
OPALINSKI et al. (2010), os quais verificaram que as enzimas ndo afetaram o
consumo de racao, o ganho de peso e a conversao alimentar no periodo inicial de
criacao.

PUCCI et al. (2010) estudaram os efeitos da forma fisica da racéo e do
uso de amilase, celulase e protease em dietas a base de milho e farelo de soja no
desempenho de frangos de corte no periodo de oito a 21 dias de criagéo.
Observaram, também, que o uso do composto enzimatico ndo influenciou o ganho
de peso e o consumo de racdo, independentemente da forma do alimento.

Entretanto, a conversao alimentar melhorou com a inclusdo das enzimas.



18

A eficiéncia da adicdo de complexo enzimético (xilanase, amilase,
protease e fitase) em dietas sobre o desempenho de frangos de corte na fase de
um a 21 dias de criacdo foi avaliada por BARBOSA et al. (2012). Esses autores
verificaram que, em dietas com niveis nutricionais adequados, a suplementacéo
enzimatica ndo afetou o desempenho das aves.

LEITE et al. (2012) estudaram os efeitos da suplementacdo com
complexo enzimatico comercial (amilase, pectinase, betaglucanase, pentosanase,
celulase, protease e fitase), em racBes contendo milheto ou sorgo sobre o
desempenho de frangos e relataram que a adi¢cdo de enzimas na ragao pré-inicial,
formulada com sorgo, melhorou a converséo alimentar. Ja o peso final, o ganho
de peso, a conversdo alimentar e o consumo de racdo ndo foram influenciados
pela adicdo das enzimas nas dietas com sorgo ou com milheto, no periodo total
de criagéo.

Com o intuito de avaliar o resultado da acdo de complexo enzimético,
composto por xilanase, B-glucanase, a-amilase, protease, celulase, hemicelulase
e a-galactosidase, obtido de Aspergillus niger, sobre o desempenho de frangos de
corte, HAJATI (2010) conduziu experimento com pintos Cobb 500, ndo sexados,
alimentados com dieta a base de milho e farelo de soja e verificou que as enzimas
nao afetaram o ganho de peso, o consumo de racao e a conversao alimentar das
aves no periodo de um a 28 dias de criacao.

CARDOSO et al. (2011) avaliaram os efeitos da suplementacdo com
amilase isolada e em associagcdo com complexo enzimatico, em racdes para
frangos de corte, fémeas, da linhagem Cobb, no desempenho das aves e
observaram que o consumo de racdo, o ganho de peso e a conversdo alimentar
nao foram influenciados pela inclusdo na dieta da amilase isolada e nem
associada ao complexo. Numericamente, a presenca da enzima nos alimentos, na
fase de um a 21 dias de criacdo das aves, provocou reducdo de 0,6% no
consumo de racédo, 1,3% no ganho de peso e piorou a conversédo alimentar em
0,7%.

A suplementacdo com complexo enzimatico composto por a-amilase e
B-xilanase em racdes a base de milho e farelo de soja, com diferentes niveis de
energia, para frangos de corte, da linhagem Hubbard, ndo sexados, foi estudada

por YOUSSEF et al. (2011). Esses pesquisadores verificaram que as enzimas néo
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afetaram o ganho de peso e a conversdo alimentar no periodo de 14 a 23 dias de
criacdo. Entretanto, numericamente, o consumo de racdo diminuiu cerca de 6%
com a aplicacéo de enzimas nas dietas.

ABUDABOS (2012) avaliou os efeitos da densidade de aves e da
suplementacdo com complexo produzido por Aspergillus awamori (a-amilase,
protease, pectinase, amiloglicosidase, celulase e fitase) em racao para frango de
corte, da linhagem Cobb 500, machos, no desempenho das aves e verificou que a
adicdo das enzimas aumentou o peso, 0 consumo de racdo e a conversao
alimentar das aves.

Em relacdo ao metabolismo, ONDERCI et al. (2006) verificaram a
eficiéncia da adicdo de a-amilase em racdes a base de milho e farelo de soja na
utilizacado de nutrientes em frangos de corte, machos, da linhagem Cobb 500, e
observaram que a inclusdo da enzima na dieta melhorou a metabolizabilidade de
nutrientes, proporcionando melhor desempenho das aves.

LEITE et al. (2008) estudaram o efeito da suplementacdo com
complexo enziméatico comercial (Allzyme Vegpro®), composto por amilase,
celulase e protease, em racdes formuladas com milho e farelo de soja, fareladas
ou peletizadas, na metabolizabilidade de nutrientes e no desempenho de frangos
de corte, machos, da linhagem Cobb, de um a 21 dias de criagdo e notaram que
as enzimas aumentaram o ganho de peso, melhoraram a converséao alimentar e a
metabolizabilidade da proteina bruta e do extrato etéreo.

Os efeitos da suplementacdo enzimatica (amilase, celulase e
protease), da forma fisica (farelada ou triturada, peletizada e posteriormente
moida) e dos niveis nutricionais (95 e 100% das exigéncias recomendadas) de
racoes a base de milho e farelo de soja sobre a metabolizabilidade de nutrientes
em frangos de corte, machos, da linhagem Cobb 500, foram avaliados por PUCCI
et al. (2010). Esses autores constataram que as enzimas pioraram a
metabolizabilidade da matéria seca (1,4%), da proteina bruta (3,43%) e do extrato
etéreo (1,7%).

OPALINSKI et al. (2011) avaliaram a influéncia da adicdo de complexo
enzimatico comercial, composto pelas enzimas amilase, celulase e protease, em
racdes formuladas com milho e farelo de soja sobre a metabolizabilidade de soja

desativada em frangos de corte, machos, criados de um a 28 dias e observaram
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que a adicdo das enzimas nas dietas nao influenciou as metabolizabilidades dos
aminoacidos e do nitrogénio.

FORTES et al. (2012) estudaram programas nutricionais com reducao
da energia metabolizavel aparente (EMA), da proteina bruta e de aminoacidos,
associados a suplementacdo com [(-glucanase, xilanase, a-galactosidase,
galactomananase e fitase em racdes de frangos de corte e verificaram que a
adicdo das enzimas na dieta das aves aumentou o consumo de racao (5,18 %) e
0 ganho de peso (4,39 %).

O efeito de amilase, xilanase, B-glucanase, probi6tico e nivel de
energia em dietas para frangos de corte, da linhagem Ross, na fase de um a 35
dias de criacdo, na metabolizabilidade da matéria seca, da energia bruta, da
proteina total e da energia metabolizavel aparente foi avaliado por SANTOS et al.
(2012), os quais verificaram que a suplementagdo com aditivos isolados ou

combinados com enzimas ndo aumentou a metabolizabilidade da dieta.

2.3.3 Polissacarideos ndao amilaceos

As dietas para frangos de corte sdo constituidas basicamente por
produtos de origem vegetal, sendo o milho, fonte de energia, e o farelo de soja,
fonte de proteina. Entretanto, esses alimentos apresentam constituintes que nao
sdo digeriveis pelas aves, entre eles, os polissacarideos ndo amilaceos (PNAS)
sao os mais importantes (COUSINS, 1999). Esses PNAs correspondem a hidratos
de carbono presentes na parede celular do endosperma dos graos de cereais
principalmente no trigo, na cevada, na aveia, no centeio e no triticale
(FRANCESCH, 1996). Nesse aspecto, o milho tem aproximadamente 8% e o
farelo de soja cerca de 30% de PNAs (TAVERNARI, 2008).

De acordo com MATEOS et al. (2002), os PNAs podem ser solluveis
(B-glucanos, arabinoxilanos, arabinoglactanos, galactomananos, pectinas) ou
insoltveis (celulose, hemicelulose, pectinas) em agua, sendo os solUveis 0s mais
problematicos para as aves dadas as suas caracteristicas antinutricionais. Esses
autores relatam que, dos compostos sollveis em agua, os B-glucanos e o0s

arabinoxilanos sdo os principais PNAs presentes nas paredes celulares dos
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cereais e que os PNAs soluveis sdo os mais problematicos para as aves, uma vez
que sao solubilizados no intestino delgado, tornando o conteudo digestivo
ViSCO0so0.

A presenca de PNAs soliveis no lumen intestinal aumenta a
viscosidade da digesta, pois formam polimeros ou géis com a agua, que
comprometem a digestdo e absorcdo dos nutrientes, por dificultar a acdo das
enzimas digestivas e a difusdo das substancias relacionadas com a digestdo e a
absorcdo (OPALINSKI et al., 2010).

Além desses efeitos, 0 aumento da viscosidade da digesta afeta a
colonizacdo microbiana no intestino (MARQUARDT et al.,, 1996; GAO et al.,
2008). Nesse sentido, segundo GAO et al. (2008), a alta viscosidade reduz a
velocidade da passagem da digesta, modificando o equilibrio microbiano no
intestino devido a diminuicdo da taxa de oxigénio no intestino delgado e a
introducéo de um ambiente que favorece a multiplicagcdo da microflora intestinal e,
consequentemente, o aumento da producao de acidos graxos volateis e de acido
lactico. Para BEDFORD & SCHULZE (1998), a multiplicacdo das bactérias no
intestino delgado afeta negativamente a saude intestinal e resulta na reducédo da
digestédo das gorduras, pois as bactérias degradam os sais biliares necessarios a
emulsdo dessas gorduras.

MARQUARDT et al. (1996) descreveram que a ingestdo de PNAs
reduz o ganho de peso e a eficiéncia da utilizacdo da dieta, além de alteracGes
comportamentais, tais como a reducéo da ingestdo de alimento e o aumento da
ingestdo de agua pelas aves.

Uma alternativa para resolver esses efeitos negativos é a utilizacdo de
enzimas exdgenas para hidrolisar os componentes da fibra. Nesse caso, as
enzimas devem ser especificas para o tipo de PNA da dieta (BEDFORD &
MORGAN, 1996). Assim, visando melhorar a metabolizabilidade de nutrientes, o
uso de enzimas com diferentes especificidades tem sido proposto para dietas a
base de milho e farelo de soja (BRUM et al., 2008).
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2.3.4 Viscosidades de racdes e de digestas

Viscosidade é a propriedade fisica que caracteriza o atrito interno em
um fluido, ou seja, a resisténcia ao escoamento ou fluxo, a uma determinada
temperatura. A forga necessaria para essa agado € a medida da viscosidade do
fluido (YOUNG & FREEDMAN, 2008).

A viscosidade € determinada por viscosimetros e existem Vvarios
modelos desse equipamento, dependendo do propdsito da medida e do tipo de
amostra a ser analisada. Os principais sdo os do tipo capilar, de orificio,
rotacional, de cone e de esfera (CARREIRA, 2011).

A viscosidade de solucfes diluidas pode ser medida em viscosimetros
capilares, sendo os mais comuns os de Oswald, o Cannon Fenske e o de
Ubbelohde (TAVARES, 2011). De acordo com MINAFRA (2007), essa medida é
dada em centipoise (cPs), que equivale a 10 Pascal-segundo (Pa.s).

Baseado na viscosidade, ZANELLA (1998) dividiu os alimentos mais
utilizados em racdes em dois grupos. Assim, o milho, o sorgo e a soja foram
considerados de baixa viscosidade (<10 centipoise - cPs), enquanto que o trigo, o
centeio, a cevada, a aveia, o triticale e o farelo de arroz, de alta viscosidade (>10
cPs). Segundo GRACIA et al. (2003), as dietas a base de milho e sorgo néao
apresentam problemas de viscosidade e, como consequéncia disso, apresentam,
também, menor resposta a suplementacado enzimatica.

ZANELLA et al. (1999) avaliaram a viscosidade intestinal de frango de
corte, machos, da linhagem Hubbard, com 37 dias de idade, com a incluséo das
enzimas xilanase, protease e amilase em seis dietas a base de milho e soja. Os
autores observaram que os valores variaram de 2,4 a 2,8 cPs para a dieta com
enzima e de 2,3 a 2,7 cPs para sem enzima.

A viscosidade intestinal de pintos machos, da linhagem Cobb 500,
alimentados com dietas a base de milho/farelo de soja e suplementadas com a-
amilase foi verificada por GRACIA et al. (2003). Esses autores verificaram que a
suplementacdo enzimatica ndo afetou a viscosidade, sendo que os valores foram
de 2,34 cPs para sete dias e 1,69 cPs para 28 dias de idade das aves.

CARVALHO (2006) avaliou a viscosidade das digestas de frangos de

corte, machos, com 42 dias de idade, alimentados com ragfes a base de milho e
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soja, suplementadas com complexo enzimético e obteve valor médio de 2,18 cPs.
Além disso, observou que o complexo que continha xilanase diminui a
viscosidade intestinal das aves com 42 dias de idade.

As viscosidades da racéo e do conteudo intestinal de frangos de corte,
linhagem Cobb, sexados, foram estudadas por MARQUES (2007) quando incluiu
complexo multienzimético (amilase, celulase e xilanase) nas dietas pré-inicial e
inicial e observou que os valores variaram de 2,09 a 2,15 cPs na digesta e de
2,79 a 2,98 na racao e que nao houve efeito das enzimas nas viscosidades.

MINAFRA (2007) verificou as viscosidades das racoes e das digestas
de frango de corte, linhagem Cobb, machos, com a inclusdo nas racoes de
a-amilase produzida pelos fungos Criptococcus flavus e Aspergillus niger, nas
fases pré-inicial e inicial de criacdo. O autor observou que as viscosidades néo
apresentaram diferenca significativa aos sete e 21 dias de idade e que os valores
variaram de 2,79 a 2,82 cPs nas digestas e de 2,11 a 2,14 nas racoes.

LU et al. (2009) avaliaram a viscosidade da digesta de frangos de
corte, machos, da linhagem Arbor Acres, alimentados com dietas a base de milho,
farelos de soja e de trigo e suplementadas com enzimas. Os autores encontraram
valores de 2.17 (fitase+xilanase), 2.26 (xilanase) e 2.80 cPs (fitase) para as dietas

com enzimas e 2.74 e 2.77 cPs para sem enzima.

2.3.5 Parametros hematoldgicos e bioquimicos de sangue

As principais funcbes do sangue sdo a absorcdo de nutrientes,
protecdo por meio das células de defesa, regulacdo do conteldo de agua
corporal, transporte de oxigénio, de hormonios, de nutrientes, de calor dos tecidos
termogénicos e eliminacdo de produtos do catabolismo celular (MACARI &
LUQUETTI, 2002).

Nesse sentido, o0 hemograma constitui numa ferramenta importante
para se definir um diagnostico rapido da situacédo fisiolégica dos animais.
Qualqguer alteracdo nos parametros sanguineos, fora de um intervalo padréo, para
uma determinada espécie, € indicativo da ocorréncia de desvios funcionais que

podem ser resultantes de problemas nutricionais. Entretanto, diferentemente do
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que ocorre nos mamiferos, apenas recentemente o perfil hematolégico das aves
comecou a receber maior atencéo por parte dos pesquisadores (NAKAGE, 2007).

O sangue é constituido por uma parte fluida ou plasma, com sais e
proteinas dissolvidas e outra de células. Nessas estdo as hemacias, os leucdcitos
e os trombécitos (MACARI & LUQUETTI, 2002).

O numero de leucdcitos no sangue dos frangos pode variar de 2000 até
3000 células.pL™, dependendo do sexo, da idade, das condicées de estresse e de
doencas. Do total de leucécitos, 60% a 65% sao linfécitos, 25 a 30% heterdfilos,
2% eosinofilos, 1.7% basofilos e 10% mondcitos (MACARI & LUQUETTI, 2002).

ABUDABOS (2012) avaliou os efeitos da adicdo de complexo
enzimatico (a-amilase, protease, pectinase, amiloglicosidase, celulase e fitase),
produzido por Aspergillus awamori, em racdo para frangos de corte, da linhagem
Cobb 500, machos, sobre os parametros bioquimicos do soro sanguineo e
verificou que a adicdo das enzimas aumentou oS niveis de proteina total, de
calcio, de fésforo e ndo afetou o teor de triglicérides das aves com 42 dias de
idade.

Muitas pesquisas sdo desenvolvidas nessa area com resultados
variaveis, dependendo do sexo, da idade, da alimentacdo (CARDOSO et al.,
2009; EGBUNIKE et al.,, 2009; ISMAIL et al.,, 2011; OBIKAONU et al.,, 2012;
ADEJUMO & OLOGHOBO, 2013), das condi¢cdes ambientais (MARCHINI et al.,
2011; ABREU et al., 2012; NOWACZEWSKI & KONTECKA, 2012), de condi¢cbes
de estresse (ABUDABOS, 2012) e de doencas das aves (SHAH et al., 2013).

MINAFRA (2010) relatou que no Brasil hd escassez de dados sobre
niveis de referéncia para valores hematologicos e bioquimicos em frangos de
corte. Por isso, a importancia de se estudar e tracar o perfil sanguineo das aves

nas mais diversas situagcOes de experimentacao.

2.3.6 Biometria dos o6rgdos digestorios, atividades enzimaticas, conteudo de

proteina e peso absoluto do pancreas

O trato gastrintestinal das aves € um tubo oco e fibromuscular, que vai

do bico a cloaca e possui as fun¢des béasicas de digestédo, absorcdo e eliminacao
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do alimento. Esse sistema divide-se em bico, lingua, glandulas salivares, faringe,
es6fago, papo, proventriculo, moela, intestino delgado, cecos, coélon, reto e cloaca
(BOLELI et al., 2002; ALBINO & TAVERNARI, 2010). Esses 6rgéaos, dependendo
das condi¢cdes nutricionais a que sao submetidos, podem apresentar hipo ou
hipertrofia (AHMED et al.; 1991), afetando, consequentemente, 0S seus pesos.

Apos a eclosdo, as mudancas morfologicas e fisiologicas que ocorrem
no trato gastrointestinal sdo importantes por aumentarem a superficie de digestao
e absorcdo (MAIORKA et al., 2002). Assim, o rapido acesso aos alimentos, apos
a eclosao, € fundamental durante a fase de transi¢éo entre a vida embrionéaria e a
utilizacdo de dietas exdégenas (NOY & SKLAN, 1998). Além disso, é vantajoso
para o crescimento corporal (UNI et al., 1998), para a conversdo alimentar e para
a uniformidade do lote (SAKI, 2005).

O desenvolvimento do intestino também é mais r4pido quando os
pintos sdo arracoados imediatamente apos a eclosao (NOY & SKLAN, 1998). Em
um estudo, NOY & SKLAN (2000) verificaram que pintos, desprovidos de alimento
por 48 horas, ap0s a eclosédo, sofreram diminuicdo no peso corporal. RICCARDI
et al. (2009) relatam que jejum pébs-eclosdo afeta negativamente o
desenvolvimento dos 6rgéos e o crescimento dos pintos.

O péancreas é uma glandula de dupla funcéo, enddcrina e exdcrina,
responsavel pela producdo de insulina, glucagon e suco pancreatico. Esse
compde-se de agua, sais, mucinas e enzimas de acdo digestiva. Algumas
enzimas agem sobre os carboidratos, como a amilase; outras sobre as gorduras,
como a lipase; e outras ainda sobre as proteinas, como a tripsina (BOLELI, et al.,
2002; FURLAN & MACARI, 2002).

Em relacdo ao pancreas, SAKOMURA et al. (2004) relataram que a
taxa de crescimento diminuiu linearmente com a idade da ave, sendo que o valor
méaximo foi observado no 7° dia de idade. Para MORAN JR. (1985), 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, porque
nessa fase ocorre a maturacéo fisioloégica dos orgaos digestorios, essencial na
producédo das enzimas digestivas.

Ainda, em relagdo ao tamanho do péancreas, a suplementacdo das

dietas com enzimas pode afetar o seu peso. MINAFRA (2007) observou pancreas
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menores em aves que receberam amilase exdgena e atribuiu essa diferenca a
uma diminui¢éo da funcionalidade desse 6érgéo.

Em relacdo as enzimas, a quantidade secretada diariamente aumenta
com o avancar da idade dos pintos (NOY & SKLAN, 1995) e as atividades
enzimaticas diminuem nos trés a seis dias apos a eclosdo, aumentando entre o
10° e o0 21° dias de idade. Além disso, o tipo de alimento fornecido as aves pode
afetar a secrecdo enzimatica pancreatica (FURLAN et al., 2002).

Portanto, as transformacdes anatdomicas e fisioldgicas do sistema
digestorio na primeira semana de idade das aves sdo bastante significativas
(MAIORKA et al.,, 2002). Com isso, as aves, nessa fase, possuem menor
capacidade de digestdo e absorcdo de nutrientes da racdo (BRUMANO et al.,
2006). Isso sugere praticas nutricionais e de manejo diferenciadas (MAIORKA et
al., 2002), como, por exemplo, o desenvolvimento de dietas especificas para a
fase pré-inicial (PENZ & VIEIRA, 1998).

BRUMANO et al. (2006) relataram que em aves mais velhas o sistema
digestorio esta desenvolvido, possuindo maior tamanho e produzindo enzimas e
secrec¢des gastricas, dai o melhor aproveitamento de nutrientes das dietas.

O peso relativo do pancreas variou muito nos trabalhos revisados,
principalmente em relagéo a idade das aves e das dietas, que no 7° dia de vida foi
de 0,43% (MARQUES, 2007) e 0,47% (MINAFRA, 2007), no 21° de 0,31%
(MARQUES, 2007) e de 0,36% (MINAFRA, 2007).

Nesse sentido, de acordo com STRINGHINI et al. (2003), o
conhecimento do peso dos 6rgdos das aves na fase pré-inicial é um fator

importante para caracterizar o desenvolvimento do sistema digestorio.
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CAPITULO Il

PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE AMILASE DE

Aspergillus awamori

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram produzir e caracterizar amilase de Aspergillus
awamori. Para isso, produziu-se amilase em meio de cultura contendo milho
triturado e farelo de soja, como fontes de carbono, incubacéo durante 48 horas, a
30°C e velocidade de 120 rpm. A amilase obtida apresentou atividade enzimatica
de 3,66 U.mL™. A temperatura 6tima de atividade foi 60°C e 100% de atividade
em pH 5,6, apresentando estabilidade térmica, com aumento de 88,64% de sua
atividade em 120 minutos, em relacdo ao tempo de zero hora. A adicdo da
amilase na racdo pré-inicial aumentou cerca de 60 e 80% as concentracfes de
proteina sollvel e acucar redutor, respectivamente. J& na fase inicial, dobrou a
concentracdo de acUcar redutor e reduziu em 17,6% a de proteina sollvel. A
amilase produzida pelo fungo Aspergillus awamori apresentou estabilidade nos

pHs fisiol6gicos e em temperatura que se assemelha a das aves.

Palavras-chave: caracterizacao bioquimica, enzima, pH, temperatura
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CHAPTER II

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF AMYLASE FROM
Aspergillus awamori

ABSTRACT

The objectives of this study were to produce and characterize amylase from
Aspergillus awamori. We used culture medium containing ground corn and
soybean meal as carbon source for 48 hours of incubation at 30°C and at a speed
of 120 rpm. Amylase obtained showed enzymatic activity of 3.66 U.mL™. The
optimum temperature for activity was 60°C and 100% activity at pH 5.6, with
thermal stability, with 88.64% increase of its activity at 120 minutes compared to
time zero. The addition of amylase to the pre-starter diet increased approximately
in 60 and 80% the concentrations of soluble protein and reducing sugar,
respectively. In the starter phase, it doubled the concentration of reducing sugar
and reduced in 17.6% the concentration of the soluble protein. The amylase
produced by Aspergillus awamori was stable at physiological pH and temperature

similar to the ones of the birds.

Keywords: biochemical characterization, enzyme, pH, temperature
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1 INTRODUCAO

Aspergillus é um género de fungo pertencente ao filo Ascomycota,
ordem Eurotiales e familia Trichocomaceae. Existem aproximadamente 200
espécies de Aspergillus distribuidas na natureza, particularmente na vegetacao
em decomposicdo e no solo. As espécies mais conhecidas sdo o Aspergillus
flavus, A. niger, A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A.
versicolor e A. awamori (SOUSA-MOTA et al., 2005).

O Aspergillus awamori (Figura 1) é utilizado industrialmente para a
producdo de enzimas amiloliticas (ALMEIDA et al., 2009) e seu uso na fabricacao
de produtos alimenticios € vantajoso, pois esse micro-organismo € considerado

seguro, nao toxico e ndo patogénico (CUI et al.,1998).

Oy NG
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FIGURA 1 - Aspergillus awamori em placa de petri (A), métula envolvida por

esporos (B - 20x), esporos (C - 40 x) e hifas/esporos (D - 40x)
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O uso de enzimas exogenas para reduzir os custos das racdes,
representa, sem duvida, uma das alternativas mais versateis para auxiliar na
melhoria da rentabilidade da avicultura (LIMA et al., 2007). Além disso, outro
motivo para se utilizar enzimas nas dietas para aves € a reducado de substancias
poluentes que podem ser excretadas em maior ou menor quantidade,
dependendo da formulagéo das ragbes (COSTA et al., 2004)

No entanto, segundo MINAFRA (2007), para se utilizar enzimas na
alimentacdo de aves € necessario saber o seu comportamento em diferentes
temperaturas, intervalos de pH e sua estabilidade térmica para que ndo ocorra a
desnaturacdo da enzima durante o processamento da ragdo e no trato
gastrintestinal.

A caracterizacdo das suas atividades deve ser o primeiro passo na
selecdo de enzimas. Essa caracterizacdo deve ser conduzida sob condi¢des
definidas de tempo, de pH, de temperatura, da sua concentracdo e do substrato,
pois esses fatores podem afetar a atividade enzimatica (BEUCHEMIN et al., 2003;
COLOMBATTO et al., 2003a).

Pouca atencdo era dada a esses fatores e, evidentemente, a
observacéo da temperatura e do pH é inquestionavel, pois a atividade enziméatica
pode variar amplamente em condicdes diferentes daquelas consideradas 6timas
para sua atuacdo (COLOMBATTO et al., 2003b). Além disso, alguns fatores
influenciam a atuacdo das enzimas no organismo animal, destacando-se o
processamento da racao, o pH do meio, o comprimento do trato gastrointestinal, o
grau de hidratacdo, a temperatura corporal, a suscetibilidade da enzima exégena
ao ataque das endogenas, a concentracdo do produto e o tipo de ingrediente
utilizado na racdo (STRADA et al., 2005).

Em relacdo ao pH e ao tempo de passagem do alimento no trato
digestorio de aves, GAUTHIER (2007) relata que no papo € de 5,5 e o tempo de
50 minutos, no proventriculo e moela de 2,5 a 3,5 e 90 minutos, no duodeno 5,0 a
6,0 e tempo de 5 a 8 minutos, no jejuno 6,5 a 7,0 e tempo de 20 a 30 minutos,
ileo o pH varia de 7,0 a 7,5 e o tempo de 50 a 70 minutos, no reto pH 8,0 e tempo
de 25 minutos.

A digestao final do alimento e a absor¢do de nutrientes ocorrem no

intestino delgado, ou seja, no duodeno, jejuno e ileo (BOLELI et al., 2002), sendo
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que o tempo de passagem nesses segmentos é de cerca de 100 minutos
(GAUTHIER, 2007).

Segundo LIMA et al. (2002), as enzimas limitam sua capacidade
catalitica as condicbes ambientais sob as quais elas atuam. O sucesso da
utilizacdo das enzimas exdgenas necessita de conhecimento sobre os possiveis
substratos a serem hidrolisados, juntamente com as condi¢bes nas quais as
reacdes sao realizadas.

Frente ao exposto, objetivou-se produzir e caracterizar parcialmente a
amilase utilizando o fungo Aspergillus awamori, dosar o conteudo de proteina
total, determinar a atividade enzimatica, as concentracdes de proteina soluvel e

de acucar redutor nas racdes pré-inicial e inicial para frangos de corte.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagem do fungo e producéao de amilase

A producédo de amilase foi realizada no Laboratério de Enzimologia e
de Fisiologia da Digestdo, do Instituto de Ciéncias Biolégicas/ICB II, da
Universidade Federal de Goias. Para isso, utilizou-se uma linhagem do fungo
filamentoso Aspergillus awamori, proveniente do Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade de Brasilia (UnB). Para o cultivo e manutencédo do
fungo foi utilizado meio de cultura constituido de extrato de malte 3,0% e Agar
2,0% (MEX), autoclavado a 120°C por 20 minutos.

Trés discos de cultura com 5 mm de didmetro, contendo micélio
vegetativo e esporos de Aspergillus awamori, foram retirados das placas de petri
e inoculados em erlenmeyers de 2,0 L, contendo 500 mL de meio de inducéo
(extrato de levedura 10 g.L™; CaCl,.2H,0 0,1 g.L™; sulfato de magnésio 0,5 g.L™;
sulfato de ferro 0,1.L™"; KH,P0,40,2 g.L™:; milho triturado 0,5% e farelo de soja
0,5%). Os erlenmeyers foram colocados em agitador rotatério (Controlled
Environment Incubator Shacker, Brunswick Scientific Co. Inc., U.S.A) a 30°C e

velocidade de 120 rpm.
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ApOs 48 horas, o extrato foi filtrado a vacuo e aliquotas foram retiradas
e centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos, para determinacdo da concentracao
de proteina total e ensaio enzimatico. O filtrado foi transferido para recipiente
plastico e armazenado em congelador (- 8°C) para posterior utilizacdo nos

experimentos de campo.

2.2 Dosagem de proteina total

A concentracdo de proteina total foi determinada pelo método de
BRADFORD (1976), utilizando albumina sérica (sigma®) como padrdo. A reacdo
foi conduzida utilizando 100 pL da amostra e 1 mL do reagente de Bradford e
incubado a temperatura de 25°C por 15 minutos. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro (Spectrum SP-2000 UV) a 595 nm. A amostra "branco” foi feita
seguindo todos os procedimentos descritos, substituindo a amostra enzimatica

por agua destilada.

2.3 Determinacdo da atividade amilolitica

A atividade de amilase foi determinada pelo método sacarificante que
se baseia na producéo de agucar redutor (MILLER, 1959). Para isso, a solucéo de
40 pL de tampdo citrato-fosfato (50 mmol. L) foram adicionados 60 pL da
amostra enzimatica e 100 pL de solucdo de amido solivel 0,5% (Cromoline®). A
mistura foi incubada a 40°C por 20 minutos. Posteriormente, 1,0 mL de reagente
acido dinitrosalicilico {10 g.L™* acido dinitrosalicilico (ADNS), 100 mL de NaOH (2
mmol.L™), 300 g.L? de tartarato de sédio e potéssio} foi adicionado nos tubos de
ensaio. A mistura foi mantida por 10 minutos em banho-maria a 96°C e a
absorbéancia determinada a 550nm. A quantidade de acucar redutor formado foi
calculada de acordo com uma curva padrdo de glicose (MILLER, 1959). Uma
unidade (U) de atividade sacarificante foi definida como a quantidade de enzima

que libera 0,1 mg de acucar redutor por minuto de reacao.
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2.4 Caracterizagdo bioguimica
2.4.1 Determinacao do pH 6timo

Tendo em vista as variagdes de pH no trato gastrintestinal (GAUTHIER,
2007) e a temperatura internas das aves, em torno de 40°C (MINAFRA, 2007), a
atividade de amilase em diferentes concentracdes hidrogeniénicas foi avaliada.

Amostras de amilase foram incubadas em tampdao citrato-fosfato
50 mmol.L™, nos pHs 2,6; 3,2; 4,0; 4,6; 5,0; 5,6; 6,0; 6,4 e 7,0, a 40°C, por 10

minutos, conforme item 2.3.

2.4.2 Determinacado da temperatura 6tima

A temperatura otima foi verificada pela incubacdo das amostras de
amilase em tampdo citrato-fosfato 50 mmol.L™, no pH 6timo (5,6), em banho-

maria a 30, 40, 50 e 60°C, durante 10 minutos, seguindo protocolo do item 2.3.

2.4.3 Determinacao da estabilidade térmica

Na avaliacdo da estabilidade térmica da amilase, os ensaios foram
realizados na temperatura de 50°C e pH 5,0, nos tempos de 0, 30, 60 e 120

minutos, de acordo com item 2.3.

2.5 Dosagem de proteina soluvel e de agucar redutor nas ragcdes

As concentragfes de proteina sollvel e de acucar redutor nas racdes
pré-inicial e inicial (TABELA 1), com e sem amilase, foram determinadas
utilizando 0,15 g de cada tipo de racdo. Essas amostras foram diluidas em 2 mL
de agua destilada, homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos

a 4°C. Em seguida, foram retiradas do sobrenadante aliquotas de 100 uL e
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determinadas as concentracdes de proteina sollvel, segundo BRADFORD
(1976), e acucar redutor pelo método do ADNS, conforme MILLER (1959), em

triplicata.

TABELA 1 - Composicéo (%) e niveis nutricionais das rac¢des pré-inicial e inicial

Ingrediente Pré-Inicial Inicial
Milho 55,24 59,35
Farelo de soja 38,26 34,78
Oleo vegetal 2,24 2,21
Fosfato bicalcico 1,91 1,51
Calcario 0,90 0,91
Sal comum 0,50 0,47
DL-Metionina 0,36 0,29
L-Lisina HCL 0,28 0,22
L-Treonina 0,11 0,06
Vitamina® 0,10 0,10
Mineral* 0,05 0,05
Anticoccidiano 0,05 0,05
Total 100,00 100,00
Nivel nutricional calculado
Proteina bruta (%) 22,2 20,8
EM (Mcal/kg) 2,95 3,00
Lisina dig. aves (%) 1,31 1,17
Treonina dig. aves (%) 0,85 0,76
Metionina + Cistina(%) 0,94 0,84
Triptofano dig. aves 0,25 0,23
Calcio (%) 0,92 0,81
Fosforo disponivel (%) 0,47 0,39
Cloro (%) 0,33 0,31
Sadio (%) 0,22 0,21

'Suplementos vitaminico e mineral (garantia por kg de produto): Vitamina A 11.000.000 UI; Vit. D3
2.000.000 UI; Vit. E 16.000 UlI; Vit. B1 1.200 mg; Vit. B2 4.500 mg; Vit. B6 2.000 mg; Vit. B12
16.000 mcg; Acido Pantoténico 9.200 mg; Biotina 60 mg; Niacina 35.000 mg; Selénio 250 mg;
Cobre 18.000 mg; Ferro 60.000 mg; lodo 2.000 mg; Manganés 106.000 mg e Zinco 120.000 mg

A equacao usada para determinar a concentracao proteica, em fungao
da absorvancia, medida a 595 nm, foi X = (y - 0,0082)/0,00399, em que
X = Concentracéo proteica (mg.mL™) e y = Absorvancia da amostra.

Para a dosagem de acucar redutor, a absorvancia foi determinada a
540 nm. A conversdo dos valores de absorvancia em pmol foi feita através da
equacdo X = 1,054y + 0,162, em que X = Concentracdo de acUcar redutor

(umol.mL™) e y = Absorvancia da amostra.
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2.6. Anédlise estatistica

Nas analises estatisticas utilizou-se o software SISVAR (FERREIRA,
2007). Os dados das concentracdes de proteina solUvel e acucar redutor nas
racOes foram submetidos a ANOVA e teste F ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. Com os valores da atividade amilolitica e da caracterizacdo bioquimica

foram calculados a média e o desvio padréo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dosagem de proteina total e da atividade amilolitica

Observou-se que a quantidade de proteina total foi de 31,68 U.mg™,
considerando que o tempo de producdo enzimatica foi de 48 horas. A atividade
enzimatica foi de 3,66 U.mL™ e especifica 0,12 U.mg™. Esta medida exprime o
namero de unidades enzimaticas por miligrama de proteina total.

A atividade de amilase de Aspergillus awamori, de 3,66 U.mL™,
observada neste estudo foi inferior as encontradas por PRAKASHAM et al. (2007)
que obtiveram atividade de 738 U.mL™, quando utilizaram meio de cultivo liquido
com 3% de amido.

NEGI & BANERJEE (2010) verificaram atividade de amilase de
4528,4 U.mL™ de Aspergillus awamori cultivado em farelo de trigo, com 96 horas
de incubacdo. Essa atividade foi cerca de 1200 vezes maior do que a verificada
neste trabalho. As variacbes de atividade enzimatica podem ser atribuidas a

linhagem do fungo e as técnicas de producgéo utilizadas.

3.2 Caracterizagdo bioguimica

Verificou-se que a amilase teve 100% de atividade enzimatica em pH

5,6. Além disso, a enzima manteve atividade de cerca de 60% nos pHs de 6,0; 6,4

e 7,0 (Figura 2). Resultado semelhante para pH 6timo foi relatado por NEGI &
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BANERJEE (2010), quando estudaram a producdo de amilase por Aspergillus
awamori. Entretanto, meios mais acidos para a producdo dessa enzima por A.
awamori foram considerados 6timos por PRAKASHAM et al. (2007) e NEGI &
BANERJEE (2010).

100,0 -
90,0 +
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0 -
20,0
10,0 -

0,0 f f f f f f | !
2.6 3,2 4.0 4.6 50 56 6,0 6,4 7.0

Atividade Relativa (%)

pH
FIGURA 2 - Atividade relativa (%) de amilase produzida por Aspergillus

awamori em funcao do pH

Nesse aspecto, considerando que o pH no trato gastrintestinal das
aves varia de 2,5 a 8,0 (GAUTHIER, 2007) e que a maioria das racfes
apresenta pH por volta de 6,0 a 6,4 (MINAFRA, 2007), o uso de amilase
produzida por Aspergillus awamori € viavel, tendo em vista que a enzima
permanecera estavel.

Para o fator temperatura, verificou-se que a enzima apresentou 97,6,
99,3 e 100% de sua atividade, a 40, 50 e 60°C, respectivamente (Figura 3).
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FIGURA 3 - Atividade relativa (%) de amilase produzida por Aspergillus

awamori em funcdo da temperatura de incubacao

Resultado semelhante foi verificado por NEGI & BANERJEE (2009)
quando avaliaram a producéo de amilase por Aspergillus awamori em meio de
cultura com farelo de trigo. Temperaturas 6timas mais baixas foram relatadas por
PRAKASHAM et al. (2007) e NEGI & BANERJEE (2010).

O resultado obtido neste estudo é importante uma vez que as aves,
nos periodos pré-inicial (um a sete dias) e inicial (oito a 21 dias), apresentam
temperatura interna de aproximadamente 40°C (MINAFRA, 2007).

A amilase produzida por Aspergillus awamori permaneceu estavel
durante a incubacédo, mantendo 88,64% de sua atividade em 120 minutos, em
relacdo ao tempo inicial (Figura 4). Esse resultado é semelhante ao verificado por
(MINAFRA, 2007), quando avaliou amilase produzida por Criptococcus flavus.
Esses resultados indicam que a enzima pode passar pelo trato digestorio sem que

ocorra desnaturacdo enzimatica.
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FIGURA 4 - Atividade relativa (%) de amilase produzida por Aspergillus

awamori em funcao do tempo de incubacéo a 40°C

3.3 Dosagem de proteina soluvel e de acUcar redutor nas racdes

Na racdo pré-inicial, a adicdo de amilase produzida por Aspergillus
awamori aumentou 60,6 e 80,4% a concentracao proteica e de aglcar redutor nas
racdes, respectivamente. JA4 na racao inicial, a suplementacdo enzimatica
aumentou cerca de 100% a concentracdo de acucar redutor e reduziu em 17,6%

a concentracdo de proteina (Tabela 2).

TABELA 2 - Concentracdo de proteina solivel e de acucar redutor nas racdes

pré-inicial e inicial para frangos de corte

Tratamento
0,

Concentracao Controle Racéo + enzima CV (%) P
Racdo pré-inicial
Proteica (mg.mL™) 31,98A 51,36B 8,77 0,0029
Actcar redutor (umol.mL™) 0,506A 0,913B 2,76 <0,0001
Racéao inicial
Proteica (mg.mL™) 66,57A 54,87B 7,44 0,0337
Acucar redutor (umol.mL™®)  0,567A 1,276B 1,66 <0,0001

Médias seguidas, na linha, de letras distintas diferem pelo teste F a 5%
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Os dados encontrados para o conteuado de acucar redutor nas ragdes
pré-inicial e inicial mostram que a amilase agiu na quebra dos nutrientes das
dietas, liberando mais energia para as aves.

Resultados semelhantes ao verificados neste trabalho, para a
concentracdo de acucar redutor, foram obtidos por MARQUES (2007) quando
estudou a adicdo de complexo enzimatico obtido de Trichoderma harzianum em
racdes a base de milho e farelo de soja e MINAFRA (2007) suplementando milho
e farelo de soja com amilase. Esses resultados sdo importantes, pois comprova a
especificidade da enzima pelo substrato (MARQUES, 2007). Além disso, a
liberacdo de agucar redutor tem efeito direto na melhoria da nutricdo das aves
(MINAFRA, 2007).

Em relacdo a concentracdo proteica, MARQUES (2007) ndo observou
efeito da suplementacdo enzimatica em racdes com ingredientes de origem
animal ou vegetal, coletadas no 7° e 21° dias de criagéo.

4. CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho mostraram que a amilase produzida
pelo fungo Aspergillus awamori apresentou estabilidade nos pHs fisiologicos e em

temperatura que se assemelha a das aves.
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CAPITULO 1lI

ADICAO DE AMILASE PRODUZIDA POR Aspergillus awamori NAS DIETAS
PRE-INICIAL E INICIAL DE FRANGOS DE CORTE: desempenho,
metabolizabilidade dos nutrientes e viscosidade

RESUMO

Avaliou-se os efeitos da adigdo de amilase produzida por Aspergillus awamori em
dietas pré-inicial e inicial sobre o desempenho, a metabolizabilidade dos
nutrientes e as viscosidades das rag0es e das digestas de frangos de corte. Em
cada experimento foram alojados 120 pintos de corte, machos, da linhagem Cobb,
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos
(racdo com ou sem enzima), com seis repeticbes e 10 aves por unidade
experimental. Os dados foram submetidos & analise de variancia pelo teste F ao
nivel de 5% de probabilidade. Na fase pré-inicial, a suplementacdo das dietas
com amilase aumentou o consumo de racdo em 26,53%, piorou a conversao
alimentar em 17,26% e nao afetou o consumo de agua, o peso final e o ganho de
peso. Além disso, reduziu o balanco de nitrogénio em 15,44% e ndo afetou a
metabolizabilidade da matéria seca e do extrato etéreo. Na fase inicial, a
aplicacdo de amilase na racdo reduziu o consumo de agua em 4,47% e néo
afetou os outros parametros de desempenho. Ainda, nesse periodo, piorou a
metabolizabilidade da matéria seca (1,54%), do extrato etéreo (0,67%) e o
balanco de nitrogénio (11,64%). As viscosidades das ragdes e das digestas, nos
dois experimentos, ndo foram afetadas pela aplicacdo de amilase nas racdes. A
aplicacdo de amilase produzida por Aspergillus awamori em dietas pré-inicial e
inicial ndo se justifica tendo em vista os resultados dos parametros de

desempenho e da metabolizabilidade das dietas para frangos de corte.

Palavras-chave: aves, enzima, farelo de soja, milho
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CHAPTER IlI

ADDITION OF AMYLASE PRODUCED BY Aspergillus awamori TO PRE-
STARTER AND STARTER DIETS FOR BROILERS: performance, nutrients

metabolization and diets and digesta viscosity

ABSTRACT

We evaluated the effects of addition of amylase produced by Aspergillus awamori
to pre-starter and starter diets on performance, nutrient metabolization and diets
and digesta viscosity. In each experiment we housed 120 male Cobb broiler
chicks, distributed in a completely randomized design with two treatments (diets
with or without enzyme) and six replicates of 10 broilers per experimental unit.
Data were submitted to analysis of variance by F-test at 5% probability. In pre-
starter phase, diet supplementation of amylase increased feed intake in 26.53%,
decreased feed conversion in 17.26%, but did not affect water consumption water,
final weight and weight gain. Furthermore, it reduced nitrogen balance in 15.44%
and did not affect the metabolization of dry matter and ether extract. In the starter
phase, the addition of amylase to the diet reduced water intake in 4.47% and did
not affect the other performance parameters. Moreover, in this stage, there was a
decrease in metabolizability of dry matter (1.54%) and ether extract (0.67%) and in
nitrogen balance (11.64%). The viscosity of diets and digesta in the two
experiments was not affected by the addition of amylase to the diets. The addition
of amylase produced by Aspergillus awamori to pre-starter and starter diets is not
justified in view of the results of performance parameters and metabolization of

diets for broilers.

Keywords: broilers, corn, enzyme, soybean meal
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as racdes para frangos sdo constituidas de alimentos de
origem vegetal, principalmente o milho e o farelo de soja. A utilizacdo dos
nutrientes do milho pelas aves é considerada alta, mas nem todo conteudo
nutricional desse ingrediente é usado em sua totalidade (OLUKOSI et al., 2007).
Fato semelhante ocorre com o farelo de soja, que apresenta substancias
antinutricionais importantes em sua composi¢cdo, que limitam o uso em sua
plenitude pelo organismo das aves, restringindo a capacidade de aproveitamento
dos nutrientes (CARDOSO et al., 2011).

Na busca pela utilizacdo dos ingredientes alimentares de forma mais
eficiente, a suplementacao de alguns aditivos nas racdes, principalmente enzimas
exdgenas e probidticos, tem sido empregada como alternativa nas dietas para
aves (TORRES et al., 2003; SANTOS et al., 2012).

As enzimas podem favorecer o desempenho dos animais por atuarem
no aumento da metabolizabilidade de nutrientes e, consequentemente, na
diminuicdo da excregao de minerais, favorecendo o aproveitamento de nutrientes
das dietas, a reducdo de problemas ambientais (CAIRES, et al.,, 2008) e, com
isso, melhora os resultados produtivos (FISCHER et al., 2002; TORRES et al.,
2003).

A metabolizabilidade de nutrientes das racfes pode ser influenciada
pela presenca de enzimas e/ou fatores relacionados as matérias-primas que
constituem a racdo, tais como: a fertilidade do solo, o gendétipo, as praticas
culturais adotadas, os fatores climéticos durante o desenvolvimento, a colheita, o
recebimento, o processamento, 0 armazenamento e a amostragem (BRUM et al.,
2000; RODRIGUES et al., 2001; PARSAIE et al., 2006).

Em relacdo as matérias-primas que compdem as dietas, o milho e o
farelo de soja representam cerca de 90% (CARDOSO et al., 2011) e, por isso,
influenciam significativamente na qualidade da racdo. O milho contribui com
aproximadamente 65% da energia metabolizavel e cerca de 20% da proteina
(CARVALHO, et al., 2004).
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O milho contém cerca de 75% de amido (FREITAS et al., 2005), que é
facilmente digerido pelas aves (OPALINSKI, et al.,, 2011). Esse amido é
constituido, em meédia, de 28% de amilose e 72% de amilopectina (MINAFRA,
2007), sendo que a amilopectina € mais facil de ser digerida que a amilose (PENZ
JR., 1998).

Em aves, somente a enzima amilase produzida pelo pancreas pode
hidrolisar 0 amido a unidades menores, passiveis de serem absorvidas. Essa
enzima atua nas ligacdes glicosidicas do tipo a-1,4 (CARDOSO et al., 2011),
liberando unidades de glicose, maltose, maltotriose, maltopentose e dextrinas
(MINAFRA, 2007).

Em relacdo a producdo endbégena de amilase, LIMA et al. (2007),
relatam que, em pintos, por apresentarem o trato digestorio imaturo ao nascer, a
quantidade de amilase produzida pelo pancreas € baixa nos primeiros sete dias
de vida. No entanto, a alimentagéo das aves nessa fase estimula a secrecao de
amilase (TAVERNARI & MENDES, 2009), sendo que a maior atividade dessa
enzima é aos 14 dias de idade, coincidindo com o maior crescimento do pancreas
(SAKAMOTO et al., 2011).

GRACIA et al. (2003) estudaram os efeitos da adicdo de amilase em
racfes a base de milho e farelo de soja sobre frangos de corte machos Cobb e
verificaram que a suplementacdo enzimatica melhorou o desempenho e a
metabolizabilidade das dietas.

Pesquisas envolvendo a aplicacdo de amilase em dietas para aves séo
numerosas. Entretanto, os resultados esperados nem sempre séo alcancados e,
em alguns casos, ndo se conseguiu comprovar a eficiéncia dessa pratica (BRUM
et al. 2008).

Visto a importancia desses aspectos, realizou-se dois experimentos
com o objetivo de estudar os efeitos da adicdo de amilase produzida por
Aspergillus awamori sobre o desempenho, a metabolizabilidade de nutrientes e as

viscosidades das ragdes e das digestas de frangos de corte.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Procedimentos gerais

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, do
Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano, em 12 de maio de
2011, sob o numero 006/2012.

A amilase foi produzida nos Laboratérios de Enzimologia e de
Fisiologia da Digestéo, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas/ICB I, da Universidade
Federal de Goias, utilizando uma linhagem de Aspergillus awamori proveniente do
Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia (UnB).

Os ensaios foram conduzidos em duas épocas, caracterizando dois
experimentos distintos, um na fase pré-inicial (Experimento 1) e outro na fase
inicial (Experimento 2) de criagdo dos frangos de corte. Em cada experimento
foram utilizados 120 pintos de corte, machos, da linhagem Cobb, distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos (racdo com e sem
amilase) e seis repeticdes com 10 aves por unidade experimental.

As aves foram mantidas em trés baterias de aco galvanizado, com
quatro andares e divisbes de 0,80 x 0,75 x 0,25 m (c x | x h), comedouro e
bebedouro lineares, instaladas em galpdo de alvenaria, situado nas instalacdes
do Setor de Avicultura do Instituto Federal Goiano - Campus Ceres, cercado por
uma mureta de concreto com 0,50 m de altura e tela de arame, protegido na parte
externa por uma cortina de plastico trancado. A altura da mureta até o telhado é
de 1,80 m.

O manejo do galpao e das baterias de gaiolas, antes da chegada dos
pintos, obedeceu as normas usuais de limpeza e desinfec¢do. Além disso, a
temperatura e a umidade internas do galpdo foram monitoradas diariamente por
meio de um termdémetro de minima e de maxima (Incoterm®) e outro digital
(Incoterm®). Quando necessério, foi realizado manejo de cortinas para manter a
temperatura adequada as aves.

Dentro do galp&o experimental, as temperaturas médias, no periodo de
um a sete dias de criacdo dos frangos de corte, foram minima de 25,7 e maxima

de 33,2°C. Enquanto que de oito a 21 dias, a média minima foi 25,6 e a maxima
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de 31,8°C. A umidade interna do galpdo experimental no periodo de um a sete
dias (Experimento 1) variou de 31 a 67%. J& do oitavo ao 21° dias (Experimento
2) a umidade oscilou de 31 a 75%. Esses valores ficaram dentro da normalidade
para a época e a regidao de Ceres-GO, local em que foram conduzidos 0s
experimentos.

As racgOes experimentais (Tabela 1) foram formuladas a base de milho
e farelo de soja, atendendo as recomendacfes nutricionais e composicdo dos
alimentos propostas por ROSTAGNO et al. (2011) e preparadas na fabrica de
racOes da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias.

As racgles preé-inicial (Exp. 1) e inicial (Exp. 2) foram fabricadas 24
horas antes do inicio de cada experimento para evitar a contaminacao por fungos.
Para cada experimento foram preparadas uma dieta controle, com todos o0s
ingredientes (Tabela 1) e outra sem o farelo de soja. Nessa segunda, quando do
fornecimento da dieta as aves, a amilase foi aspergida, diariamente, no farelo de
soja, na proporcédo de 120 mL para cada quilograma de racdo, e em seguida os
outros ingredientes foram adicionados e homogeneizados.

As aves receberam 4gua e racao a vontade nos dois experimentos. Os
comedouros foram abastecidos trés vezes ao dia e os bebedouros duas vezes.

Bandejas metéalicas foram usadas para a retirada das excretas.

2.1.1 Experimento 1 - Fase pré-inicial

As aves, no primeiro dia de vida, foram pesadas e, com o0s valores
obtidos, foram calculados a média e o desvio padrdo do lote. As aves
apresentaram peso médio de 41,83 + 1,29 g. ApOs a pesagem 0s animais foram
distribuidos em gaiolas aquecidas por lampadas incandescentes de 100 W.

2.1.2 Experimento 2 - Fase inicial
Para a conducéo deste experimento, aves com um dia de vida foram

criadas em gaiolas até o 7° dia de vida, recebendo racdo pré-inicial (Tabela 1),

sem enzima. No 8° dia, os pintos foram pesados e com os valores obtidos
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calculou-se a média e o desvio padréo do lote. As aves apresentaram peso médio

de 153,90 + 14,62 g. Apés a pesagem, as aves foram distribuidas em gaiolas

aguecidas por lampadas incandescentes de 60 W.

TABELA 1 - Composicéo (%) e niveis nutricionais das racdes pré-inicial e inicial

Ingrediente Pré-Inicial (1 a 7 dias) Inicial (8 a 21 dias)
Milho 55,24 59,35
Farelo de soja 38,26 34,78
Oleo vegetal 2,24 2,21
Fosfato bicalcico 1,91 1,51
Calcario 0,90 0,91
Sal comum 0,50 0,47
DL-Metionina 0,36 0,29
L-Lisina HCL 0,28 0,22
L-Treonina 0,11 0,06
Vitamina® 0,10 0,10
Mineral® 0,05 0,05
Anticoccidiano 0,05 0,05
Total 100,00 100,00
Nivel nutricional calculado
Proteina bruta (%) 22,2 20,8
EM (Mcal/kg) 2,95 3,00
Lisina dig. aves (%) 1,31 1,17
Treonina dig. aves (%) 0,85 0,76
Metionina + Cistina(%) 0,94 0,84
Triptofano dig. aves 0,25 0,23
Célcio (%) 0,92 0,81
Fosforo disponivel (%) 0,47 0,39
Cloro (%) 0,33 0,31
Sadio (%) 0,22 0,21

'Suplementos vitaminico e mineral (garantia por kg de produto): Vitamina A 11.000.000 Ul; Vit. D3

2.000.000 UI; Vit. E 16.000 UI; Vit. B1 1.200 mg; Vit. B2 4.500 mg; Vit. B6 2.000 mg; Vit. B12
16.000 mcg; Acido Pantoténico 9.200 mg; Biotina 60 mg; Niacina 35.000 mg; Selénio 250 mg;

Cobre 18.000 mg; Ferro 60.000 mg; lodo 2.000 mg; Manganés 106.000 mg e Zinco 120.000 mg

2.2 Desempenho

No experimento 1, fase pré-inicial, as ra¢des foram pesadas no 1° e no
7° dias de vida, enquanto que no experimento 2, fase inicial, no 8° e 21° dias. As

variaveis de desempenho avaliadas nessas fases de criacdo dos frangos de corte

foram:
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= consumo de ragédo: calculado pela diferenga entre a quantidade de racéo
fornecida as aves e as sobras;

= consumo de agua: calculado pela diferenca entre a quantidade de agua
fornecida aos frangos de corte e as sobras;

= peso final: obtido dividindo-se o peso total das aves da parcela pelo
namero de aves;

= ganho de peso: calculado pela diferenca entre o peso médio final e o
peso médio inicial dos frangos de corte;

= conversao alimentar: calculada pela relagédo entre o consumo de ragéo e

0 ganho de peso das aves.

2.3 Ensaio metabdlico

Os ensaios de metabolizabilidade foram realizados na primeira e na
terceira semanas de idade das aves, utilizando o método descrito por CAFE
(1993). Os trés primeiros dias de cada semana foram destinados a adaptagéo das
aves as racfes experimentais. Do quarto ao sétimo e do 17° ao 21° dias foram
coletadas as excretas, realizadas duas vezes ao dia. As dietas experimentais e as
excretas coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos, identificados,
congelados (-10°C) e, posteriormente, processadas e analisadas em laboratorio.

As andlises bromatoldgicas das racfes e das excretas foram realizadas
no Laboratério de Nutricdo Animal, do Departamento de Producdo Animal, da
Escola de Veterinaria e Zootecnia, da Universidade Federal de Goias. Para
preparar as amostras de excretas, visando a realizacdo das analises, de acordo
com a metodologia proposta por SILVA & QUEIROZ (2002), aliquotas foram
coletadas, identificadas e submetidas a pré-secagem em estufa de ventilacdo
forcada a 55°C. Paralelamente, amostras das racdes experimentais foram
coletadas para, em seguida, serem, juntamente com as excretas, moidas em

moinho tipo Wiley e usadas para determinar:
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a matéria seca das excretas a 55°C: determinada em estufa de
ventilacdo forcada com temperaturas em torno de 55°C + 5°C por 72
horas, sendo as andlises realizadas em duplicata;

* a matéria seca das racdes e das excretas a 105°C: determinada em
estufa regulada a temperatura de 105°C, por um periodo de 12 horas,
sendo as andlises realizadas em duplicata;

= 0s niveis de nitrogénio total nas racbes e nas excretas foram
determinados utilizando-se o método de micro Kjeldahl e posteriormente,
calculados os valores de proteina bruta. Os valores obtidos foram
utilizados para quantificar a quantidade e a retencéo de proteina bruta.

* a retencdo de matéria seca - obtida pela quantidade de matéria seca

ingerida subtraida da quantidade de matéria seca excretada; e

0 extrato etéreo - obtido usando o extrator tipo goldfish.

Os valores obtidos foram tabulados e utilizados como base para calculo
dos coeficientes de metabolizabilidade da matéria seca, do extrato etéreo e o
balanco de nitrogénio, usando a equacdo de MATTERSON et al. (1965)
CMN = [(Ning — Nexc)/Ning] x 100, em que: CMN (%) = Coeficiente de
Metabolizabilidade do Nutriente; Ning = Nutriente ingerido; e Nexc = Nutriente

excretado.

2.4 Viscosidades das racdes e das digestas

As viscosidades das racfes e das digestas foram determinadas no
Laboratério de Fisico-Quimica e Inorgéanica, do Instituto de Quimica (IQ), da
Universidade Federal de Goias.

Para a realizacdo das andlises de viscosidade das racfes foi pesado
0,5 g das ragfes pré-inicial e inicial, contendo ou ndo amilase, e adicionado 1,5
mL de agua destilada. Em seguida, esse material foi centrifugado a 3000 rpm e
retirado 0,5 mL do sobrenadante que foi diluido em 14,5 mL de agua. Essa
diluicdo foi necessaria, pois, para medicdo no viscosimetro, necessita-se de

volume constante e final de 15 mL.
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Uma ave de cada repeticdo, representando a média do grupo, dos
experimentos de um a sete dias (Exp. 1) e de oito a 21 dias de criacédo (Exp. 2),
foi sacrificada, por deslocamento cervical, para a coleta da digesta e posterior
determinacdo da viscosidade. Imediatamente ap0s a pesagem dos intestinos o
conteudo foi retirado, comprimindo manualmente da regido cranial para caudal,
que corresponde ao inicio da alca duodenal até a juncdo colo-ileo cecal,
acondicionado em recipiente, identificado por tratamento e ave. Em seguida, esse
material foi centrifugado a 3000 rpm por trés minutos, a 4°C, retirado 0,50 mL do
sobrenadante e diluido em 14,5 mL de agua destilada.

Para determinacdo das viscosidades das racfes e das digestas foi
utilizado viscosimetro Cannon-Fenske Routine, capilar de 150 mm, com banho
regulado a temperatura de 37°C, prOxima a temperatura interna das aves
(MARQUES, 2007; MINAFRA, 2007). Foram realizadas trés determinagdes por
amostra e o valor do tempo de escoamento da amostra obtido pela sua média. A
férmula utilizada para calcular a viscosidade foi: n = 0,0129T, em que
n = Viscosidade da amostra, T = Tempo de escoamento da amostra e 0,0129 o

valor da constante do viscosimetro.

2.5 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SISVAR
(FERREIRA, 2007). Com os dados da viscosidade das rac¢des foram calculados a
média e o desvio padrdo. Os valores referentes ao desempenho, ao ensaio
metabdlico e a viscosidade das digestas foram submetidos a ANOVA e teste F ao
nivel de 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desempenho

Nos dois experimentos ndo houve morte de aves. Na fase pré-inicial,
experimento 1, o consumo de racdo aumentou 26,53%, a conversédo alimentar
piorou 17,46%, o peso final, o0 ganho de peso e o consumo de agua ndo foram

afetados pela adicdo de amilase a racéo (Tabela 2).

TABELA 2 - Desempenho dos frangos de corte alimentados com ragdes
suplementadas ou ndo com amilase de Aspergillus awamori, no

periodo de um a sete dias de criacéo

Tratamentos cvV
Parametros (%) P
Controle Ragéo + enzima
Consumo de racao (g) 122,1+7,3A 154,5+6,1B 5,15 0,0005
Consumo de agua (mL) 359,9 + 25,3 355,1+232 388 0,570
Peso final (g) 138,7+7,7 146,6 +84 7,36 0,250
Ganho de peso (g) 96,9+7,5 104,7+£8,4 10,28 0,250

Conversao alimentar (kg.kg™) 1,26 £ 0,10A 1,48+0,08B 6,48 0,0017

Médias seguidas, na linha, de letras distintas diferem pelo teste F a 5%

A aplicacdo de amilase na racdo pré-inicial pode ter beneficiado o
consumo de racdo que passou de 122,1 para 154,5 g.ave™, ja que é reduzida a
producdo enddégena de enzimas nessa fase (MORAN JR., 1985; NOY & SKLAN,
1995). Além disso, a aplicacdo de 120 mL de amilase a racdo aumentou 0 peso
da dieta em aproximadamente 120 g. Como consequéncia, para cada 100 g de
ragcdo consumida, a ave ingeriu cerca de 10 g de agua. Esses valores podem ter
influenciado os calculos da quantidade consumida e da converséo alimentar.

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram verificados
por MARQUES (2007) para o consumo de racdo, o ganho de peso e a conversao

alimentar, quando avaliou a aplicacdo de enzimas em diferentes dietas pré-iniciais
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para frangos de corte. Entretanto, as aves que receberam ragdo com enzimas
consumiram menos agua (4,5%), conflitando com os resultados deste trabalho.

Segundo BARBOSA et al. (2012), a adi¢cdo de enzimas em dietas com
niveis nutricionais adequados nao proporciona efeitos sobre o desempenho das
aves, nao justificando a suplementacao over the top.

Na fase inicial, experimento 2, houve diferenga significativa entre a
racdo com e sem amilase somente para o consumo de agua (Tabela 3). As aves
que receberam racdo com enzima consumiram 4,47% menos agua. As reducoes
de 4% no ganho de peso médio das aves e de 17,6% no conteudo de proteina da
ragdo que recebeu amilase podem ter influenciado na redugéo do consumo de
agua nessa fase de criacdo, ja que existe uma estreita relacdo entre ganho de
peso, conteudo de proteina na racdo e consumo de agua (BRUNO & MACARI,
2002; LARBIER & LECLERCQ), 1994).

TABELA 3 - Desempenho dos frangos de corte alimentados com racfes
suplementadas ou ndo com amilase de Aspergillus awamori, no

periodo de oito a 21 dias de criagédo

) Tratamentos cv
Parametros (%) P
Controle Racao + enzima
Consumo de racao (g) 1046,4 £ 80,3 1112,9+48,4 5,97 0,1336
Consumo de agua (mL) 1886,7 + 50,3A 1802,3+93,1B 2,52 0,0257
Peso final (g) 813,0 + 746,6 785,5+38,2 4,48 0,2411
Ganho de peso (g) 659,1 + 47,3 631,6 +36,0 5,48 0,2392
Conversao alimentar (kg.kg™) 1,60 £ 0,22 1,76 £0,12 10,7 0,1362

Médias seguidas, na linha, de letras distintas diferem pelo teste F a 5%

No periodo de oito a 21 dias de criacdo, a adicdo de amilase na racéo
inicial ndo afetou o consumo de ragdo, o peso final, o ganho de peso e a
conversao alimentar de frangos de corte.

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo foram verificados
por MARQUES (2007) para consumo de racdo, ganho de peso e conversao

alimentar, quando avaliou a aplicagcdo de enzimas em diferentes dietas para
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frangos de corte, na fase inicial. Os valores para o consumo de &gua foram
diferentes dos verificados neste trabalho. Entretanto, o mesmo autor, verificou
numericamente, reducéo (1,3%) no consumo de agua das aves que receberam
racdo suplementada com 100 mL de enzimas.kg™ de racao.

Ao estudar a adicdo de amilase isolada ou em associacdo com
xilanase, B-glucanase, a-galactosidase e galactomananase em racdo para
frangos de corte, fémeas, da linhagem Cobb, CARDOSO et al. (2011) observaram
que o consumo de racdo e o ganho das aves nao foram afetados pela
suplementacdo enzimatica. Além disso, a pior conversdo alimentar foi obtida
pelas aves submetidas a ragdo com enzimas.

Resultados discordantes dos obtidos neste trabalho foram verificados
por LEITE et al. (2008) quando avaliaram o efeito da adicdo de complexo
enzimatico (Allzyme Vegpro®), composto por amilase, celulase e protease, em
racdo a base de milho e farelo de soja, no desempenho de frangos de corte
machos, da linhagem Cobb. Esses autores observaram que houve melhora na

conversao alimentar e no ganho de peso com a suplementacéo enzimética.

3.2. Ensaio metabdlico

Na fase pré-inicial, experimento 1, a adicdo da amilase na racéo para
frangos de corte ndo afetou a metabolizabilidade da matéria seca e do extrato
etéreo. Entretanto, piorou o balanco de nitrogénio (Tabela 4).

Resultados diferentes dos encontrados neste trabalho foram verificados
por BALAMURUGAN et al. (2013), quando pesquisaram os efeitos da
suplementacdo com amilase, xilanase e protease na metabolizabilidade de
nutrientes em frangos de corte na fase de um a sete dias de idade. Esses
pesquisadores verificaram que a metabolizabilidade da matéria seca e do extrato

etéreo aumentaram nos tratamentos com enzimas.
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TABELA 4 - Valores (%) dos coeficientes de metabolizabilidade da matéria seca
(CMMS), do extrato etéreo (CMEE) e de balanco de nitrogénio (BN)
em frangos de corte alimentados com racdo contendo ou nao
amilase produzida por Aspergillus awamori, no periodo de um a sete

dias de criacéo

R Tratamento p
Parametros CV (%)
Controle Racao + enzima
CMMS 76,40 £ 2,77 76,05+ 1,14 2,78 0,7767
CMEE 87,72 +1,94 89,97 + 1,63 2,02 0,0551
BN 70,31 = 4,89A 59,45 +5,41B 7,96 0,0045

Médias seguidas, na linha, de letras distintas diferem pelo teste F a 5%

Na fase de oito a 21 dias de criacdo, experimento 2, a suplementacéo
com amilase piorou a metabolizabilidade da matéria seca, do extrato etéreo e o

balanco total de nitrogénio (Tabela 5).

TABELA 5 - Valores (%) dos coeficientes de metabolizabilidade da matéria seca
(CMMS), do extrato etéreo (CMEE) e de balanco de nitrogénio (BN)
em frangos de corte alimentados com racdo contendo ou nhao
amilase produzida por Aspergillus awamori, no periodo de oito a 21

dias de criacéo

Parametros Tratamento CV (%) P
Controle Racao + enzima

CMMS 86,77 £ 1,12A 84,89 + 0,69B 0,77 0,0006

CMEE 93,69 + 1,12A 92,47 £ 0,94B 0,84 0,0218

BN 80,65 + 1,20A 71,26 +2,09B 2,24 <0,0001

Médias seguidas, na linha, de letras distintas diferem pelo teste F a 5%

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por PUCCI et al. (2010),
guando estudaram os efeitos da suplementagcdo de amilase, celulase e protease
em dietas a base de milho e farelo de soja e verificaram diminuicdo da

metabolizabilidade da matéria seca e do extrato etéreo.
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ROMERO et al. (2013) avaliaram os efeitos de complexo enzimatico,
composto por a-amilase, xilanase e protease, na metabolizabilidade da energia
em frangos alimentados com ragéo a base de milho e farelo de soja e idade de 21
dias e verificaram que a adicdo de enzimas aumentou a metabolizabilidade da
matéria seca e a energia metabolizavel aparente corrigida. Esses resultados
confrontam os obtidos neste estudo.

Resultados discordantes ao deste trabalho foram verificados por
SANTOS et al. (2012) quando estudaram os efeitos de probidtico e das enzimas
amilase + [B-glucanase e xilanase nos parametros de metabolizabilidade em
dietas a base milho e farelo de soja, com dois niveis de energia e aves criadas no
periodo de 32 e 35 dias de idade. Esses autores observaram que a dieta com
enzimas, isoladas ou combinadas com probiético, ndo foi capaz de aumentar a
metabolizabilidade das dietas.

Ao contrario da fase pré-inicial, as aves ja tem o trato digestorio
desenvolvido e, consequentemente, a producdo de amilase aumentada, ndo
necessitando, portanto, de suplementacédo exdgena. Além disso, pode ter ocorrido
competicdo por sitio ativo ou mesmo o ataque das enzimas enddgenas nas

exogenas, o0 que ndo traria nenhum beneficio as aves (CARDOSO et al., 2011).

3.3 Viscosidades das racdes e das digestas

Os dados de viscosidade das racdes e das digestas, expressos em
centipoise (cPs), nas fases pré-inicial (Experimento 1) e inicial (Experimento 2)
séo apresentados na Tabela 6. A aplicagdo de amilase produzida por Aspergillus
awamori nas dietas dos frangos de corte ndo afetou as viscosidades das ragdes e
das digestas. E importante salientar que as ra¢des foram formuladas com milho e
farelo de soja, alimentos de baixa viscosidade, ou seja, menos de 10 cPs
(ZENELLA, 2001).

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho, para
viscosidade da racéo, foram verificados por ZANELLA et al. (1999) e MINAFRA
(2007). No entanto, valores superiores foram observados por MARQUES (2007).
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TABELA 6 - Viscosidades (cPs) das ragbes (Vracdo) e das digestas (Vdigesta)
dos frangos de corte alimentados com racbes que receberam ou

ndo amilase produzida por Aspergillus awamori, nas fases pré-inicial

e inicial
Tratamentos

Parametros Controle Racao + enzima CV (%) P
Pré-inicial
Vracao 1,97 £ 0,001 1,98 + 0,0006 0,05 0,0892
Vdigesta 2,17 £ 0,037 2,14 + 0,025 1,62 0,2346
Inicial
Vracao 1,98 + 0,0006 1,98 £ 0,001 0,05 0,1554
Vdigesta 2,03 +£0,033 2,07 £ 0,021 1,71 0,0843

Em relacdo a viscosidade da digesta, GRACIA et al. (2003) e
CARVALHO (2006) obtiveram resultados semelhantes ao deste trabalho. Ja
MINAFRA (2007) e LU et al. (2009) observaram valores superiores. No entanto,
ndo houve diferencas significativas entre as médias encontradas nesses
trabalhos. Essas variacdes de resultados, segundo MINAFRA (2007), podem ser

atribuidas a metodologia, aos equipamentos e ao modelo de viscosimetro.

4 CONCLUSOES

N&o se recomenda a adicdo de amilase produzida por Aspergillus
awamori em racdes pré-inicial e inicial para frangos de corte, tendo em vista os

resultados dos parametros de desempenho e de metabolizabilidade das dietas.
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CAPITULO IV

ADICAO DE AMILASE DE Aspergillus awamori NA DIETA DE FRANGOS DE
CORTE: parametros hematoldgicos e bioquimicos do sangue, biometria dos
orgaos digestorios e atividades enzimaticas, contetudo de proteina e peso
absoluto do pancreas

RESUMO

Realizou-se experimentos com o objetivo de avaliar os parametros hematologicos
e bioquimicos do sangue, a biometria dos érgaos digestérios, as atividades
enzimaticas, o conteudo de proteina e o peso absoluto do pancreas de frangos de
corte alimentados com ragdes suplementadas com amilase de Aspergillus
awamori. Utilizou-se 120 pintos, machos, da linhagem Cobb, alojados em baterias
aguecidas, em cada experimento. O delineamento foi inteiramente ao acaso, com
dois tratamentos (racdo com e sem amilase), seis repeticdes e 10 aves em cada
unidade experimental. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo
teste F ao nivel de 5% de probabilidade. A adicdo de amilase as dietas ndo afetou
0os parametros hematolégicos e bioguimicos do sangue, a biometria do trato
gastrointestinal, o peso absoluto, as atividades das enzimas e o teor de proteina
pancreaticas de pintos com sete dias de vida. Entretanto, a inclusdo de amilase
na racao reduziu a atividade de amilase e o teor de proteina do pancreas das
aves criadas no periodo de oito a 21 dias de idade. A aplicacdo de amilase nas
racGes pré-inicial e inicial ndo se justifica, considerando os resultados da atividade

de amilase e o teor de proteina do pancreas dos frangos de corte.

Palavras-chave: frangos, fungo, nutricdo, sangue
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CHAPTER IV

ADDITION OF AMYLASE FROM Aspergillus awamori TO THE DIET FOR
BROILERS: hematological and biochemical parameters of blood, digestive
organs biometry, enzymatic activities, protein content and pancreas

absolute weight

ABSTRACT

We conducted the experiments to evaluate blood hematological and biochemical
parameters, digestive organs biometry, enzyme activity, protein content and
pancreas absolute weight of broilers receiving amylase produced by Aspergillus
awamori, in the pre-starter and starter phases. We used 120 male Cobb chicks, in
heated batteries in each experiment. The design was completely randomized with
two treatments (diets with or without amylase) and six replicates of 10 broiler
chicks per experimental unit. Data were submitted to analysis of variance by F-test
at 5% probability. The enzyme supplementation to the diets of broilers did not
affect the blood hematological and biochemical parameters, gastrointestinal tract
biometry, absolute weight, enzyme activity, and protein content in the pancreas of
chicks at seven days of age. However, the inclusion of amylase to the diet reduced
amylase activity and protein content in the pancreas of the chicks from eight to 21
days of age. We do not recommend the addition of amylase to pre-starter and
starter diets because of the results of amylase activity and the protein content in
the pancreas of broilers.

Keywords: broilers, fungus, enzyme, nutrition
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1 INTRODUCAO

A hematologia aviéria se constitui ferramenta para orientar em diversas
situagbes fisiolégicas que, isoladas, nem sempre d&do informacgfes suficientes
para determinar o que afeta o desenvolvimento dos animais (CHARLES
NORIEGA, 2000).

Avancos nessa area ainda reservam oportunidades de pesquisas,
principalmente em relacdo as espécies, ragas, idade e outros fatores que podem
ser importantes ao estudar os parametros hematologicos (CARDOSO &
TESSARI, 2003; BORSA et al.,, 2006). No entanto, a determinacdo dos
parametros sanguineos devem ser tracados nas condigcdes em que o animal foi
criado (BORSA, 2006; KOHAYAGAWA et al., 2001; MINAFRA et al., 2010).

O sistema cardiovascular das aves € fechado e representa cerca de
7% do peso corporal (MACARI & LUQUETTI, 2002). Além disso, €
particularmente sensivel as mudancas fisiologicas e refletem as condi¢cdes de
salude dos animais, assim como diversos fatores, como alimentacdo, clima e
manejo, constituindo-se em importante indicador de respostas do metabolismo
das aves (BORGES, 2001; MINAFRA, 2010).

Possivelmente, em virtude desses fatores, os valores dos parametros
sanguineos observados por diversos autores sao bastante variaveis (BORSA,
2009). Nesse sentido, o hemograma constitui-se como ferramenta importante
para se definir o diagnéstico da situacdo fisiolégica dos animais. Segundo
NAKAGE (2007), apenas recentemente é que o perfil hematologico das aves
comecgou a receber maior atencéo por parte dos pesquisadores.

AHMAD et al. (2013) avaliaram os efeitos da adicdo de xilanase a
racao para frangos de corte Ross nos parametros bioquimicos séricos de aves
com 28 dias de idade e observaram que a suplementacdo enzimatica nao
influenciou os parametros analisados.

Contrariamente, ISMAIL et al. (2011) verificaram aumentos na
concentracdo de proteina total e albumina no plasma de frangos de corte,
engquanto que a concentracado de colesterol no sangue e atividade de AST foram
afetados negativamente, quando avaliaram a inclusdo de enzimas (Natuzyme®) e

probiético (Bio-Nutra 200®) nas dietas.
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No desenvolvimento e maturacdo do aparelho digestério, a taxa de
crescimento excede a taxa de ganho de peso (JIN et al., 1998), influenciando os
processos digestivos, inclusive a producdo de enzimas e as atividades de
digestdo e de absorcao de gorduras (UNI et al., 1995; UNI et al., 1998; UNI et al.,
1999; RODRIGUES et al., 2001; LIMA et al., 2003). Nesse sentido, o papel do
pancreas € fundamental na producdo de enzimas para a digestdo de proteinas,
de carboidratos e de gorduras. Outra funcéo importante do pancreas é a secrecao
de enzimas proteoliticas, principalmente a tripsina, que degradam as proteinas
(FURLAN et al., 2002).

Segundo MORAN JR. (1985) e SAKOMURA et al. (2004), dentre os
fatores que afetam a digestdo de lipidios, destacam-se 0s processos de
adaptacdo e de maturacdo das células absortivas do intestino, a maturacdo dos
orgdos para a producao e liberacdo de enzimas digestivas, os tipos de alimentos,
a natureza, a composi¢ao quimica e a complexacédo entre 0s nutrientes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacdo de amilase
produzida por Aspergillus awamori em ragdes pré-inicial e inicial sobre os
parametros hematoldgicos e bioquimicos do sangue, a biometria dos 06rgaos
digestivos e as atividades enzimaticas, o contetdo de proteina e o peso absoluto
do pancreas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Procedimentos gerais

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, do
Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano, em 12 de maio de
2011, sob o numero 006/2012.

A amilase foi produzida nos Laboratérios de Enzimologia e de
Fisiologia da Digestéo, do Instituto de Ciéncias Biologicas/ICB Il, da Universidade
Federal de Goias, utilizando uma linhagem de Aspergillus awamori proveniente do

Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia (UnB).
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Foram utilizadas, em cada experimento, 120 aves da linhagem Cobb,
machos, distribuidos em delineamento experimental inteiramente casualizado,
com dois tratamentos, seis repeticdes e 10 pintos por unidade experimental. As
aves apresentavam, no 1° (Experimento 1) e no 8° dias (Experimento 2), pesos
médios de 41,83 + 1,28 g e 153,9 + 14,6 g, respectivamente. Os animais foram
alojados em trés baterias de aco galvanizado, com quatro andares e divisdes de
0,80 x 0,75 x 0,25 m (c x | x h), comedouro e bebedouro lineares, instaladas em
galpédo de alvenaria, situado nas instalacdes do Setor de Avicultura do Instituto
Federal Goiano - Campus Ceres, cercado por uma mureta de concreto com 0,50
m de altura e tela de arame, protegido na parte externa por uma cortina de
plastico trancado. A altura da mureta até o telhado € de 1,80 m.

O manejo do galpdo e das gaiolas, antes da chegada dos pintos,
obedeceu as normas usuais de limpeza e desinfeccdo. O aquecimento de cada
andar das baterias foi feito com a instalacdo de lampada incandescente de 100 W
no periodo de um a sete dias (Exp. 1) e de 60 W de oito a 21 dias (Exp. 2) de
criagdo das aves. A temperatura e a umidade internas do galp&o (Tabela 1) foram
monitoradas diariamente por meio de um termémetro de minima e de maxima
(Incoterm®) e outro digital (Incoterm®). Quando necessario, foi realizado o manejo
das cortinas para manter a temperatura adequada as aves. Os comedouros foram
abastecidos trés vezes ao dia e os bebedouros duas vezes. Bandejas metalicas

foram usadas para a retirada das excretas.

TABELA 1 - Temperatura e umidade médias internas do galpdo experimental nos

periodos de 1 a 7 e de 8 a 21 dias de criacao dos frangos de corte

o 1 [
Periodo (dias) Temperatura (°C) Umidade (%)
Minima Maxima Minima Maxima
1-7 25,70 33,16 40,00 64,86
8-21 25,62 31,79 45,71 66,93

Média 25,66 32,47 42,85 65,89
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As racgOes experimentais (Tabela 2) foram formuladas a base de milho

e farelo de soja seguindo as recomendacdes nutricionais e composicdo dos

alimentos propostas por ROSTAGNO et al. (2011) e preparadas na fabrica de

racdes da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias.

TABELA 2 - Composicéo (%) e niveis nutricionais das rac¢des pré-inicial e inicial

Ingrediente Pré-Inicial (1 a 7 dias) Inicial (8 a 21 dias)
Milho 55,24 59,35
Farelo de soja 38,26 34,78
Oleo vegetal 2,24 2,21
Fosfato bicalcico 1,91 1,51
Calcério 0,90 0,91
Sal comum 0,50 0,47
DL-Metionina 0,36 0,29
L-Lisina HCL 0,28 0,22
L-Treonina 0,11 0,06
Vitamina® 0,10 0,10
Mineral' 0,05 0,05
Anticoccidiano 0,05 0,05
Total 100,00 100,00
Nivel nutricional calculado
Proteina bruta (%) 22,2 20,8
EM (Mcal/kg) 2,95 3,00
Lisina dig. aves (%) 1,31 1,17
Treonina dig. aves (%) 0,85 0,76
Metionina + Cistina(%) 0,94 0,84
Triptofano dig. aves 0,25 0,23
Célcio (%) 0,92 0,81
Fésforo disponivel (%) 0,47 0,39
Cloro (%) 0,33 0,31
Saodio (%) 0,22 0,21

'Suplementos vitaminico e mineral (garantia por kg de produto): Vitamina A 11.000.000 UI; Vit. D3
2.000.000 UI; Vit. E 16.000 UlI; Vit. B1 1.200 mg; Vit. B2 4.500 mg; Vit. B6 2.000 mg; Vit. B12
16.000 mcg; Acido Pantoténico 9.200 mg; Biotina 60 mg; Niacina 35.000 mg; Selénio 250 mg;
Cobre 18.000 mg; Ferro 60.000 mg; lodo 2.000 mg; Manganés 106.000 mg e Zinco 120.000 mg.

As ragdes pré-inicial (Exp. 1) e inicial (Exp. 2) foram fabricadas 24

horas antes do inicio de cada experimento para evitar a contaminacao por fungos.

Para cada experimento foram preparadas uma dieta controle, com todos o0s
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ingredientes (Tabela 2) e outra sem o farelo de soja. Nessa segunda, quando do
fornecimento da dieta as aves, o farelo de soja foi aspergido, diariamente, com
amilase, na proporcédo de 120 mL para cada quilograma de racdo, e em seguida
0s outros ingredientes foram adicionados e homogeneizados. As aves receberam

agua e racdo a vontade nos dois experimentos.

2.2 Parametros hematoldgicos e bioquimicos do sangue

Aos 21 dias de idade dos frangos foram coletados 4 mL de sangue,
utiizando seringas e agulhas descartaveis, de duas aves por tratamento,
representando a média do grupo, por vendclise da veia braquial, sendo 2 mL
acondicionados em tubo com EDTA (acido etilenodiaminotetracético) para
contagem de leucOcitos totais, eritrocitos, trombdcitos, mensuracdo da
hemoglobina e volume globular, e 2 mL acondicionados em tubo com ativador de
coagulo para separacao do soro e realizacao de bioquimicas séricas.

As analises foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica do
Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
de Goias.

O volume globular foi obtido preenchendo tubos capilares com sangue
atée 2/3 de seu volume. Em seguida, os tubos foram selados com chama,
utilizando bico de Bunsen, e submetidos a forca centrifuga de 15.000 rpm,
durante cinco minutos. Logo apds, os capilares, com sangue sedimentado, foram
colocados sobre um cartdo de leitura calibrado de 0 a 100 (%) e realizada a
leitura.

A hemoglobina foi mensurada pelo método cianometahemoglobina,
utilizando o reagente Hemoglobina Labtest® e analisador bioquimico
semiautomatico BIO-2000 Bioplus®.

Na contagem de leucécitos totais, eritrécitos e trombdcitos foram
diluidos 20uL da amostra de sangue em 1,98 mL de solucdo de Natt-Herrick e
apos cinco minutos realizados a homogeneizacdo da suspensdo e o0
preenchimento da camara de Neubauer. As células foram contadas em

microscoépio 6ptico com aumento de 40X.
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A partir dos valores obtidos para o nimero de hemacias, da taxa de
hemoglobina e do volume globular foram calculados o Volume Corpuscular Médio
(VCM), a Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e a Concentracdo de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM).

O volume corpuscular médio (VCM) avalia a média do tamanho
(volume) das hemécias, em fentolitros (fL). A hemoglobina corpuscular média
(HCM) reflete o peso médio de hemoglobina na heméacia, em picogramas (pg). A
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) avalia a hemoglobina
encontrada nas hemécias, em porcentagem (%).

Das amostras de soro foi realizada a dosagem de proteina total,
albumina, colesterol, triglicérides, acido Urico, creatinina, célcio ASX, aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), a-amilase, fosforo,
magnésio e cloretos, utilizando os reagentes da empresa Biotécnica® e analisador
bioquimico automatizado COBAS MIRA Plus, Roche®.

2.3 Biometria dos 6rgéos digestérios

No sétimo e 21° dias de idade, uma ave de cada repeticdo,
representando a média de peso da unidade experimental, foi separada do lote e
submetida a jejum de seis horas. Em seguida foi sacrificada por deslocamento
cervical e as visceras que compdem o trato gastrintestinal (TGI) foram pesadas e
medidas da seguinte forma:

= peso do figado - dado pelo peso do figado com a vesicula;

» peso do pancreas - apds a sua separacao da alca duodenal;

»peso do intestino delgado - por¢cdo que compreende o inicio do duodeno
até o ileo;

» peso do intestino grosso - dado pelo peso dos cecos, do célon e do reto;

»peso da moela (com conteddo remanescente) - separada ap6s medida do
comprimento do TGl;

» peso do pré-ventriculo - separado apos medida do comprimento do TGlI;

=»comprimento do intestino delgado - medido desde o final do estdbmago

muscular até o inicio dos cecos; e
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= comprimento do intestino grosso - medido considerando o comprimento do

célon e reto.

Os valores obtidos foram utilizados no célculo do peso relativo de cada

orgéo, pela férmula: Peso relativo do 6rgéo = (peso do 6rgéo/peso vivo) x 100.

2.4 Atividades enzimaticas, conteudo de proteina e peso absoluto do

pancreas

Os pancreas dos animais sacrificados para a biometria foram utilizados
para a determinacdo das atividades das enzimas amilase e lipase, do contetdo
de proteina e peso absoluto do péncreas. Imediatamente ap0s a coleta, as
visceras foram congeladas em nitrogénio liquido. Posteriormente o pancreas de
cada animal foi triturado e homogeneizado o tecido com 1 mL de agua destilada.
A amostra foi centrifugada a 8000 rpm a 40°C por 10 minutos. Foi coletado o
sobrenadante e dosado, em triplicata, o teor proteico e as atividades enzimaticas.
Todas as operacdes foram realizadas em banho de gelo e com agua destilada. As
analises foram realizadas no Laboratério de Enzimologia e de Fisiologia da
Digestéo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFG, segundo metodologias dos

kits Doles®.

2.5 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SISVAR
(FERREIRA, 2007). Os dados dos parametros hematoldgicos e bioquimicos do
sangue, da biometria dos 6Orgdos digestivos, das atividades enzimaticas, do
conteudo de proteina e do peso absoluto do pancreas foram submetidos a
ANOVA e teste F ao nivel de 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros hematoldgicos e bioquimicos do sangue

A suplementacdo da racdo inicial com amilase produzida por
Aspergillus awamori ndo afetou os parametros hematoldgicos (Tabela 3) e

bioquimicos (Tabela 4) do sangue dos frangos de corte com 21 dias de idade.

TABELA 3 - Pardmetros hematolégicos dos frangos de corte alimentados com
racbes contendo ou ndo amilase produzida por Aspergillus

awamori, aos 21 dias de idade

) Tratamentos cV P
Parametros Controle Ragdo + (%)
enzima

Hemécias (x10° cel.mm™®) 1,86 + 0,10 1,81+0,14 8,42 0,4251
Hematdcrito (%) 27,7 +0,93 26,2+1,33 7,80 0,1173
Hemoglobina (g.dL™) 9,33+0,24 8,89+0,57 8,07 0,1677
Leucdcitos totais (x103cel.mm™®) 9,09 + 1,76 8,91+1,90 29,33 0,8665
Trombécitos (x10°.mm>) 28,3+ 3,51 31,0+2,23 12,79 0,1011
VG (%)* 27,67+1,33 26,25+0,93 4,26 0,0585
VCM (fL)? 148,69 + 7,12 14517 +5,76 4,41 0,3684
HCM (pg)® 50,13 2,08  49,15+1,74 3,86 0,3993
CHCM (%)* 33,72+0,41 33,87+044 1,27 0,5701

Volume Globular, *Volume Corpuscular Médio, *Hemoglobina Corpuscular Média (pg),
“Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média

Os valores de leucécitos totais, determinados neste trabalho, foram
superiores aos citados por MACARI & LUQUETTI (2002), mas semelhantes ao
encontrados por BORSA (2009) e inferiores aos obtidos por TALEBI et al. (2005),
CARDOSO et al. (2009), EGBUNIKE et al. (2009) e RHAGAVAN et al. (2012). E
importante salientar que a quantidade dessas células pode variar em fungédo do
sexo, da idade, das condicdes de estresse e de doenca (MACARI & LUQUETTI,
2002).
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Os dados relacionados as hemacias, hematécrito e hemoglobina sédo
semelhantes aos citados por MACARI & LUQUETTI (2002), TALEBI et al. (2005),
BORSA (2009), CARDOSO et al. (2009) e EGBUNIKE et al. (2009).

Os niveis de hemoglobina, determinados neste trabalho, foram

semelhantes aos encontrados por OBIKAONU et al. (2012), quando avaliaram

quatro niveis de farelo de folha de neem (Azadirachta indica) em racdo para aves.

AHMAD et al. (2013) avaliaram os efeitos da adicdo de xilanase na

racao para frangos de corte, da linhagem Ross, nos parametros hematologicos e

bioquimicos séricos em aves com 28 dias de idade e verificaram que a

suplementacao enzimatica nao afetou os parametros estudados.

TABELA 4 - Parametros bioquimicos do sangue dos frangos alimentados com

racbes contendo ou ndo amilase produzida por Aspergillus

awamori, aos 21 dias de idade

Tratamentos
Parametros Cv P
Controle Racdo + enzima (%)

Acido trico (mg.dL™) 8,28 +1,01 852+1,14 16,86 0,6894
Albumina (g.dL™) 0,78+ 0,14 0,74+0,16 23,46 0,5927
ALT (U.L™H! 3,42 +0,92 300+1,41 7357 0,6709
AST (U.L™Y? 237,8+£91,28 209,7+72,15 38,34 0,4324
Célcio (mg.dL™) 5,11 + 0,71 492+0,33 11,47 0,4256
Cloreto (mg.dL™) 102,2+8,74 101,3+4,18 12,28 0,8596
Colesterol (mg.dL™) 81,7+1291 78,2+1221 26,70 0,6929
Creatinina (mg.dL™) 0,34 + 0,03 0,32+0,03 21,41 10,4795
Fosforo (mg.dL™) 4,24 +0,76 426+0,79 2552 0,9719
Magnésio (mg.dL™) 3,48 £ 0,30 3,09+0,25 19,80 0,1555
Proteina sérica (g.dL™) 2,78 £0,49 2,73+0,23 18,77 10,7818
Triglicérides (mg.dL™) 32,0 £6,55 37,0+8,88 39,55 10,3819
a-amilase (U.dL™) 271,72 + 150,04 378,2+9957 52,08 0,1418

! Alanina aminotransferase, * Aspartato aminotransferase



83

Os parametros bioquimicos séricos de aves com 28 dias de idade
foram estudados por AHMAD et al. (2013) quando adicionaram xilanase na ragao
para frangos de corte Ross. Os autores observaram que a adi¢cdo de enzima nao
afetou os parametros analisados, como verificado neste trabalho.

As médias de proteina verificadas neste estudo foram semelhantes,
enquanto que colesterol mais triglicérides inferiores as obtidas por ABUDABOS
(2012) quando avaliou o efeito da inclusdo de a-amilase, protease, pectinase,
amiloglicosidase, celulase, fitase e células de Aspergillus awamori em racéo para
frangos de corte Cobb 500, machos, com 42 dias de idade.

Os niveis séricos de calcio, colesterol, albumina, creatinina e ALT,
encontrados neste trabalho foram inferiores aos encontrados por OBIKAONU et
al. (2012), enquanto que de cloreto e AST foram superiores, de fosforo e de
proteina, semelhantes.

MINAFRA et al. (2010) encontraram valores semelhantes para 0s
niveis de calcio, fosforo e cloreto para frangos de corte alimentados com racao
suplementadas com a-amilase, na fase de oito a 21 dias de criacdo. Entretanto, o
nivel de atividade sérica de a-amilase foi cerca de 50% superior ao deste
trabalho. Os niveis séricos verificados anteriormente por MINAFRA et al. (2009)
em frangos de corte criados com diferentes niveis de proteina e com 21 dias de
idade foram semelhantes para AST e cloro e superiores em ALT e magnésio, em
relacdo aos deste estudo.

Os valores dos parametros hematolégicos e bioquimicos observados
nos trabalhos com frangos de corte, independentemente da linhagem, sexo,
alimentacdo, condi¢cdes ambientais, manejo, local da coleta do sangue, tipo de kit
laboratorial, dos equipamentos, sdo muito variaveis, mas tidos como dentro do
padrdo para a espécie. Nesse sentido, os resultados deste trabalho contribuem
para a determinacdo dos valores de referéncia dos parametros hematologicos e

bioguimicos do sangue de frango de corte para as condi¢gdes brasileiras.
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3.2 Biometria dos 6rgéos digestérios

A suplementacdo da racdo com amilase de Aspergillus awamori ndo
afetou os parametros biométricos do trato digestorio dos frangos de corte nas

fases pré-inicial (Tabela 5) e inicial (Tabela 6).

TABELA 5 - Pesos relativos (%) do figado, do pancreas, dos intestinos, da moela,
do pro-ventriculo e comprimento (cm) dos intestinos dos frangos de
corte alimentados com ragdes contendo ou ndo amilase produzida

por Aspergillus awamori, aos sete dias de idade

Tratamentos
Parametros CV (%) P
Controle Racao + enzima

Figado 3,83+0,44 3,96+0,38 10,48 0,5933
Pancreas 0,48 £ 0,09 0,47+0,12 22,38 0,8523
Intestino delgado 2,37 +£0,22 239+0,26 10,03 0,9831
Intestino grosso 6,75 2,59 6,63+x255 3841 0,9380
Moela 6,52 £ 0,51 7,01 +£ 0,65 8,55 0,5277
Pro-ventriculo 1,31 +£0,26 1,35+0,09 14,67 0,7403
Intestino delgado (cm) 9457 +7,5 91,77 £ 3,75 5,57 0,3925
Intestino grosso (cm) 11,07+ 1,87 11,42 +0,54 11,26 0,6521

MINAFRA (2007), avaliando o efeito da suplementacdo das dietas de
frango de corte com amilase produzida por Cryptococcus flavus e Aspergillus
Niger sobre a biometria dos 6rgaos digestorios, verificou que a enzima nao afetou
o comprimento do trato gastrintestinal, os pesos relativos do es6fago e papo, do
pré-ventriculo e moela, dos intestinos delgado e grosso e do figado das aves com
sete dias de vida. Esses resultados foram semelhantes ao deste trabalho.
Entretanto, nessa fase, o peso relativo do pancreas foi menor nas aves que
receberam racdo com amilase, resultado discordante do obtido neste estudo.

Corroborando os resultados verificados neste trabalho, MARQUES
(2007) observou que ndo houve diferenca no tamanho do trato gastrintestinal

(TGI), no peso relativo do pancreas e nas variaveis eséfago e papo, pro-ventriculo
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+ moela e intestino grosso, quando avaliou o efeito da aplicagcdo de complexo

enzimatico em racao para frango de corte na fase pré-inicial.

TABELA 6 - Pesos relativos (%) do figado, do pancreas, dos intestinos, da moela,

do pré-ventriculo e comprimento (cm) dos intestinos dos frangos de

corte alimentados com ragdes contendo ou ndo amilase produzida

por Aspergillus awamori, aos 21 dias de idade

Tratamentos
Parametros CV (%) P
Controle Racao + enzima

Figado 2,52 £ 0,27 2,60+ 0,35 12,29  0,6632
Pancreas 0,29 + 0,09 0,32 £ 0,05 24,25  0,4328
Intestino delgado 4,99 + 0,49 5,08 £ 0,27 7,91 0,7197
Intestino grosso 0,97 +0,17 1,02 £ 0,23 20,56 0,7020
Moela 3,47 £ 0,46 3,54 +£0,44 12,85 0,7932
Pro-ventriculo 0,58 + 0,07 0,70+0,14 17,12  0,0870
Intestino delgado (cm) 160,33 + 13,20 156,0 £ 9,51 7,40 0,5495
Intestino grosso (cm) 20,00 + 2,28 21,5+1,22 10,72  0,2956

Nas aves de corte com 21 dias de idade, MINAFRA (2007) observou
que a aplicacdo de amilase nas racbes ndo afetou o comprimento do trato
gastrintestinal e nem os pesos relativos do eséfago + papo, do pro-ventriculo +
moela e dos intestinos delgado e grosso. No entanto, os pesos relativos do figado
e do pancreas diminuiram nos frangos alimentados com ragéo suplementada com
enzima. Segundo esse autor, com a utilizacdo de amilase exdgena, o pancreas
reduz a producdo endbégena dessa enzima e, consequentemente, sua
funcionalidade, afetando o seu tamanho.

MARQUES (2007) observou que a suplementacdo da dieta com
enzimas ndo afetou o tamanho do TGI, os pesos relativos do proventriculo +
moela e do intestino delgado de frangos de corte na fase inicial de criagao.
Entretanto, o peso relativo do esbéfago + papo aumentou, do intestino grosso
diminuiu e os figados das aves que nao receberam enzimas ficaram cerca de

10% mais pesados.
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Utilizando dietas com farinha de batata doce em substituicdo parcial ao
milho, com ou sem adicdo de complexo enzimatico (amilase, fitase, protease,
xilanase, B-glucanase, celulase e pectinase) NUNES et al. (2011) n&o verificaram
diferenca na biometria intestinal das aves criadas até 28 dias de idade.

NASCIMENTO (2011) avaliou o efeito de complexo enzimatico,
composto por fitase e carbohidrolases, associado aos niveis de sdédio,
suplementado a dieta sobre a morfometria intestinal de frangos machos, da
linhagem Cobb, aos 18 dias de idade e observou que a aplicacdo das enzimas
na racao nao afetou o peso relativo do estomago, o0 peso e o comprimento relativo
do intestino delgado, o peso relativo do intestino grosso e do figado.

3.3 Atividades enzimaticas, conteuddo de proteina e peso absoluto do

pancreas

A adicdo de amilase obtida de Aspergillus awamori a racao pré-inicial
(Exp. 1) ndo afetou as atividades enziméticas, o contetudo de proteina e o peso
absoluto do pancreas dos frangos de corte com sete dias de idade. Na fase inicial
(Exp. 2), a suplementacdo enzimatica reduziu a atividade de amilase pancreatica
e aumentou o conteudo de proteina no pancreas dos frangos de corte com 21
dias de idade (Tabela 7).

A reducdo da atividade de amilase pancreatica na fase inicial dos
frangos de corte pode ser atribuida a aplicacdo dessa enzima na racdo a base de
milho e farelo de soja, ja que ocorre diminuicdo da sintese endogena (ZANELLA,
1998).

SAKOMURA et al. (2004) investigaram o efeito da idade de aves na
producdo de enzimas digestivas do pancreas e observaram que as atividades das
enzimas amilase e lipase aumentaram com a idade das aves, assim como 0O
crescimento alométrico do pancreas. Esses comportamentos foram semelhantes

aos verificados neste trabalho.
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TABELA 7 - Atividades enzimaticas, conteldo de proteina e peso absoluto do

pancreas dos frangos de corte alimentados com rac¢des pré-inicial e

inicial contendo ou ndo amilase produzida por Aspergillus awamori

Tratamentos

Parametros CV (%) P

Controle Ragéo + enzima
Racéo pré-inicial
Lipase (U.mg™.10®) 14,544 16,178 34,50  0,6049
Proteina (mg.mL™) 2,808 2573 27,56 0,5953
Peso absoluto (g) 0,67 0,68 13,32 0,7387
Racéao inicial
Amilase (U.mg™.10%) 388,38A 156,59B 54,70 0,0226
Lipase (U.mg™. 107) 47,58 28,07 46,93 0,0861
Proteina (mg.mL™) 1,90A 3,31B 36,58 0,0282
Peso absoluto (g) 2,35 254 27,05 0,6456

Médias seguidas, na linha, de letras distintas diferem pelo teste F a 5%

Valores divergentes aos desta pesquisa foram observados por

MINAFRA (2007), o qual verificou que a adicdo de enzimas nas rac¢des pré-inicial

e inicial reduziu significativamente as atividades de amilase aos sete (5,23%) e

aos 21 dias (17,45%). Além disso, o autor relata que isso pode ter ocorrido devido

ao menor peso absoluto do pancreas das aves que nao receberam amilase.

Resultados semelhantes ao deste estudo foram encontrados por

MARQUES (2007) quando trabalhou com a aplicacdo de complexo enzimatico em

racdo para frango de corte. O autor observou, que nas fases pré-inicial e inicial,

nao houve diferenca nas atividades de amilase e no peso absoluto do pancreas.

Entretanto, as médias dos valores foram maiores do que 0s encontrados neste

trabalho. Esse fato pode ter relagdo com o tamanho do pancreas, uma vez que

foram encontrados valores menores

neste estudo.
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4 CONCLUSOES

A suplementacao das racdes pré-inicial e inicial com amilase produzida
por Aspergillus awamori ndo se justifica, considerando os dados obtidos da
atividade de amilase e do teor de proteina do pancreas das aves criadas no
periodo de oito a 21 dias de idade.

Os resultados dos parametros hematologicos e bioquimicos do sangue
dos frangos de corte com 21 dias de idade poderao servir como referéncia para a
comunidade cientifica, tendo em vista as poucas informagfes que temos para

frangos de corte criados sob as condic¢des brasileiras.
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CAPITULO V

CONSIDERACOES FINAIS

Para que este trabalho acontecesse percorri por trés caminhos: uma
revisdo da literatura sobre producdo, mercado e uso de enzimas na alimentacao
de frangos de corte; o segundo, producéo e caracterizagdo de amilase produzida
pelo fungo Aspergillus awamori; e, por fim, a avaliagdo dos efeitos da adigcdo
dessa enzima nas racdes pré-inicial e inicial para frangos de corte.

A andlise dos resultados, obtidos neste estudo, permite concluir que:

v' Néo é recomendavel a suplementacdo das rac6es para frangos de corte com
amilase produzida pelo fungo Aspergillus awamori .

v Novas pesquisas devem ser realizadas com a amilase de Aspergillus awamori,
considerando a completa caracterizacdo bioquimica do extrato enzimatico,

mais tempo de fermentacéo e outras dosagens enzimaticas.



