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RESUMO

Avaliou-se o efeito de uma solugdo de amilase produzida por Aspergillus
awamori sobre a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) de milho. Foram
realizados dois experimentos, onde o primeiro a solucdo de enzima amilase foi
aplicada por pulverizagdo em 24g de milho moido (2 mm) e o segundo a solugéo de
enzima amilase foi aplicado no fluido ruminal. Os tratamentos foram: controle (0
enzima), T1 (5MIl de enzima) e T2 (10Ml de enzima) para cada experimento. O
ensaio da DIVMS foi obtido usando a técnica de rumens artificiais adapatada
durante os periodos de 15’ 1,30”, 3, 6, 12 e 24 horas. Para a coleta de liquido
ruminal foi utilizado um bovino de peso aproximado de 380 kg. O animal foi mantido
em baia e adaptado a dieta durante um periodo de 10 dias antes do recolhimento do
liquido ruminal com acesso livre a agua e sal mineral. Para os dois experimentos foi
adotado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema de parcelas
subdivididas 3 x 6, com quatro repeticdes (jarros). As parcelas foram constituidas
por milho tratado com trés diferentes niveis de enzima e as subparcelas por seis
momentos de digestdo. Para enzima amilase aplicada no liquido ruminal o resultado
de DIVMS para os trés tratamentos nos periodos de 3, 6 e 12 horas nao diferiram
estatisticamente entre si. Entre o tratamento controle e T1 houve diferenga
significativa nos tempos 15 e 1,30” horas. Foi observado maior DIVMS para o
tratamento controle, em relagdo ao T1, com valores de 54,54% e 49,05 , e ndo
houve diferenca nos tempos 3, 6, 12 e 24 horas. Entre o tratamento controle e T2
nao houve diferenca no tempo 15” e 24 horas. O controle foi superiora T2 28,74% e
10,53%, respectivamente. A DIVMS foi superior para o tratamento controle,
indicando que os niveis de 5 e 10 ml de enzimas injectados no fluido ruminal ndo
aumentaram a DIVMS. Para amilase aplicada por pulverizacdo em 24g de milho
moido, no tempo de 15’, observou-se que o tratamento controle e T1 n&o diferiram.
No entanto, o T2 melhorou a DIVMS em 55,54%, comparado ao grupo controle. O
tratamento T1 aumentou a DIVMS apenas em tempos de 3 e 24 horas de incubacgao,
em relagao ao controle. Com a aplicacdo de 10 ml de enzima, a DIVMS aumentou

em todos os tempos de incubagdo, em comparagcdo com o controle.

Palavras-chave: ANKOM, amilase, degradabilidade, fungo, ramem.
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ABSTRACT

We evaluated the effect of a solution of amylase produced by Aspergillus awamori on
the in vitro dry matter (DIMS) of corn. Two experiments were conducted, where the
first solution of the enzyme amylase was applied by spraying 24g ground corn (2
mm) and the second amylase enzyme solution was applied in rumen fluid. He
treatments were: control (0 enzyme), T1 (5ml of enzyme) and T2 (10 ml of enzyme)
for each experiment. The test DIVMS was obtained using the technique of artificial
rumens adapted during periods of 15", 1.30', 3, 6, 12 and 24 hours. For the collection
of rumen fluid was used for cattle weighing approximately 380 kg. The animal was
kept at bay and adapted the diet for a period of 10 days before the collection of
rumen fluid with free access to water and mineral salt. For the two experiments it was
adopted a completely randomized design in a split-plot 3 x 6, with four replicates
(jars). The plots consist of corn treated with three different enzyme levels and the
subplots of six times of digestion. For amylase enzyme applied to the result of
ruminal DIVMS for the three treatments at 3, 6 and 12 hours did not differ statistically.
Between treatment and control was no significant difference in T1 times 15 'and 1.30'
hours. DIVMS was higher for the control treatment, with respect to T1, values of
54.54 and 49.05%, and no difference in days 3, 6, 12 and 24 hours. Between
treatment and control T2 there was no difference in time 15 "and 24 hours. The
control was higher than T2 28.74% and 10.53% respectively. DIVMS was superior to
the control treatment, indicating that levels of 5 and 10 ml of enzyme injected into the
ruminal fluid increased in vitro data. For amylase applied by spraying 24 g of corn in
time 15 ', it was observed that the treatment did not differ from control and T1.
However, the T2 improved IVDMD of 55.54% compared to the control group.
Treatment 1 DIVMS increased only in times of 3 and 24 hours of incubation, as
compared to control. With the application of 10 ml of enzyme, in vitro data increased

in all incubation times in comparison with the control.

Key Words: ANKOM, amylase, degradability, fungi, rumen.
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1 INTRODUGAO

Atualmente uma das maiores preocupagdes da humanidade € o aumento
da producado de alimentos para atender a demanda crescente da populagdo sem

degradar o meio ambiente.

E necessario criar novas tecnologias para aumentar a producdo de
maneira sustentavel. Uma das inovacdes é a biotecnologia enzimatica, a qual utiliza
enzima na alimentacdo animal para melhor aproveitamento do alimento e para

aumentar a produtividade.

A enzimologia industrial € um importante ramo da biotecnologia, pois
permite as industrias usarem processos mais econémicos, diminuindo o consumo de

energia, sendo mais confiaveis com menor agressdo ao meio ambiente.

As enzimas atuam na remocdo dos fatores antinutricionais, tornando
certos nutrientes disponiveis para a absorgdo e também aumentando o valor
energeético de ingredientes mais baratos. As enzimas estdo sendo cada vez mais
aplicadas em diferentes setores industriais, devendo-se, principalmente, a vantagens

operacionais como especificidade de reacgao e alta eficiéncia de conversao.

As principais metas de suplementagdo enzimatica para os animais s&o:
remover ou destruir fatores antinutricionais dos graos; aumentar a digestibilidade
total da racdo; potencializar a agdo das enzimas endogenas e diminuir a poluigao

ambiental causada por nutrientes excretados nas fezes.



As amilases sao hidrolases capazes de degradar o amido e seus produtos
de hidrdlise, até sacarideos menores. Sdo0 amplamente distribuidas na natureza,
encontradas na industria devido a grande aplicagdo do amido e de seus derivados

em processos industriais.

Pesquisas na area de suplementos enzimaticos para dietas de ruminantes
tém sido realizadas principalmente com celulases e hemicelulases enquanto as
atividades envolvidas no processo de digestdo do amido tém sido pouco estudadas

(TRICARITO et al., 2008).

Uma vez que o amido representa o maior componente nas dietas de
bovinos de alta produtividade, a utilizacdo de suplementos enzimaticos para
manipular a digestdo do amido no rumen pode permitir melhora na produtividade. A
utilizacdo de uma enzima pode propiciar aumento de produtividade com menor

capital investido.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de amilase obtida de
Aspergillus awamori sobre a digestibilidade /n vitro da matéria seca (DIVMS) do

milho para bovinos em regime de confinamento.



2 REVISAO DE LITERATURA

Com a necessidade de aumentar a produgao de alimentos, e a0 mesmo
tempo preservar o meio ambiente deve-se ter uma visdao modificada dos métodos de
producado por parte dos produtores, tanto no ramo agricola como no ramo da
pecuaria. Acompanhando esta tendéncia das politicas de desenvolvimento
sustentavel € notdria a pressdo que a sociedade vem exercendo no sentido de
mudancas dos modelos atuais de exploracdo. A preservagao dos recursos naturais e
da biodiversidade sdo elementos que fazem parte da pauta de discussdes e acdes

governamentais.

Com esse cenario, e a busca pelo aumento da producédo de alimento,
surge a necessidade de incorporar mais tecnologia aos sistemas de produgdo. A
intensificagdo dos sistemas de producdo pastoris pode ser considerado uma
alternativa de exploragdo sustentavel, com consequente redugdo na abertura de

novas areas para a produgao agropecuaria.

Visando sempre este aumento de producgao aliado a redugao de custos, a
alimentacdo e tratamento dos animais também ocorrem de forma industrial. A
alimentagdo € composta por uma mistura de grdaos com alto teor de proteinas e

outros ingredientes, buscando uma taxa de crescimento mais rapida.

O principal atalho para uma nacgao alcancar o desenvolvimento € utilizar
de modo adequado, seu potencial cientifico para gerar inovagdes tecnolégicas
(CRESTANA, 2004). Nos ultimos anos o agronegdcio brasileiro apresentou
excelente desempenho entre os setores econdmicos nacionais, motivo pelo qual é
denominado "Ancora Verde" do plano de estabilizacdo econdmica e das politicas

macroecondémicas do governo (CRESTANA & SILVA, 2006).



A crescente demanda global por carne, em particular no Brasil, devera
aumentar a produgédo animal intensiva. Por conseguinte, temos também a produgao
de grandes poluentes como o nitrogénio (N), fosforo (P) e gases de efeito de estufa

(GEE).

Segundo Kebreab et al. (2010) a manipulagao dietética tem demomstrado
eficiéncia na reducao da poluicdo de nutrientes/minerais e das emissdes de GEE. A
diminuicdo de proteina bruta na dieta podem reduzir substancialmente a excregao
de N e a volatilizacdo de amébnia, sem comprometer a produtividade. Da mesma
forma,a reducao da ingestdo de P em bovinos leiteiros pode reduzir a excreg¢ao de P
em até 10%. Alteragdes do tipo de N e P consumidos e do nivel energético da dieta
sobre a quantidade e o tipo de N e P excretado também foram relatadas. A
manipulacdo da dieta também tem impacto sobre a quantidade de emissdes de
gases de efeito estufa, em particular, a proveniente de fermentagcdo entérica. A
alimentagdo do gado com dietas contendo elevado teor de trigo baixo de fibra, por
exemplo, reduz a producdo de acetato no rumen e acarreta menor producédo de
metano. Emissdes decorrentes de estrume de animais alimentados com alto teor de
fibra na dieta tendem a ser maiores. Evidenciou-se também que a dieta afeta as
emissdes de esterco no solo. Em decorréncia do aumento do nivel de produgéo para
atender a demanda global de carne de ruminantes e produtos lacteos, a

manipulacéo dietética sera util para atender as preocupagdes ambientais.

Frente aos desafios atuais de aumentar a produgdo de alimento em
sintonia com a preservacao dos recursos naturais, a agropecuaria vem se inovando
tecnologicamente, desde os centros de pesquisa, passando pela industria até

alcancar as melhorias nos sistemas de produgdo. A alimentagdo animal, por



exemplo, vem sofrendo forte inovagao tecnoldgica, por ser um fator primordial para o

aumento da produtividade.

2.1 Amido

O amido é o principal componente de muitos graos de leguminosas,
representando 70 a 80% da composi¢cao dos graos de cereais (ZEOULA et al.,
1999). E encontrado principalmente em sementes de cereais como milho, cevada,
trigo, arroz e em tubérculos ou raizes como batata e mandioca, cujo tamanho e
forma dos gréos séo especificos para os distintos cereais (MORAES, 2004). O
amido € o mais importante polissacarideo de reserva do reino vegetal. Possui em

sua constituicdo amilose (25%) e amilopectina (75%).

A amilose é um polimero linear contendo cerca de 6.000 unidades de
glicose unidos entre si por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4. Apesar da
consideragao que a amilose é essencialmente linear, atualmente é evidenciado que

a amilose ndao assume completamente esta caracteristica (KARIM, et al., 2000).

A amilopectina consiste em cadeis lineares mais curtas de ligagbes a-
1,4 contendo 10 a 60 unidades de glicose e cadeias laterais de ligacdo a-1,6 com 15
a 45 unidades de glicose. Uma molécula complexa de amilopectina contém cerca de
2.000.000 de unidades de glicose, sendo considerada uma das maiores moléculas

da natureza ( VAN DER MAAREL et al., 2002).

O amido é um polimero de glicose de alta massa molecular, sendo
juntamente com a celulose, um dos polimeros de origem vegetal mais amplamente
disponivel na natureza (BECK e ZIEGLER, 1989), considerando como um dos

principais componentes da dieta humana e de outros animais.



Os carboidratos sao importantes na nutricdo dos ruminantes. Estes
animais foram preparados pela natureza para consumirem alimentos fibrosos a partir
dos quais recebem energia, proteina, minerais e vitaminas para atender as suas
exigéncias nutricionais. Porém a necessidade de aumentar a produgao de alimentos
de origem animal determinou melhora na alimentagdo dos ruminantes por meio da

utilizacdo de suplementacdo com concentrados.

E crescente o nimero de trabalhos de pesquisa visando o aumento da
produtividade dos ruminantes com o uso de concentrados, com o objetivo de ndo
apenas melhorar a qualidade da proteina fornecida, mas também o fornecimento de
energia, de maneira mais concentrada (LOPES et al., 2000). Assim os
pesquisadores comegaram a estudar o amido por ser um dos componentes mais

importantes na dieta.

De acordo com Caetano (2008) a utilizagdo de dietas com elevadas
propor¢cdes de concentrado esta cada vez maior. Isto ocorre devido a dificuldade de
manejo de grandes quantidades de volumoso e , principalmente, dos pregos mais
baixo por unidade de energia dos principais ingredientes dos concentrados. Com
intuito de aumentar e melhorar a eficiéncia e reduzir custos de producido tem-se
utilizado ragcdes com altos teores de concentrado para os ruminantes, principalmente

para bovios confinados.

A adicao de grandes quantidades de gréos de cereais na dieta de bovinos
baseia-se no fato dos mesmos serem ricos em amido, que é o principal responsavel
pela energia necessaria para manutengdo e crescimento das bactérias ruminais
(PASSINI et al., 2003). De todas as substancias contidas na dieta, o amido é a de

longe aquela que fornece a maior proporgéao da energia digestivel consumida por um



bovino confinado. Problemas com sua digestibilidade , causados por processamento

inadequado, certamente reduzirdo o desempelho animal.

Pela grande importancia, a fonte de grédos e seus processamentos vém
sendo estudados ha anos. A maioria dos confinamentos comerciais seleciona os
graos que irdo compor a dieta dos animais, baseados na estimativa de sua
digestibilidade e no seu custo de oportunidade. Owens et al. (1997) revisaram os
resultados de 605 comparacbdes de fontes de amido e tipos de processamentos
sobre o desempenho do gado de corte. Os autores concluiram que as fontes de
amido de alta digestibilidade ou as que sofreram processamento para aumentar a
disponibilidade do amido, de forma geral, aumentaram a energia metabolizavel das
ragcdes e diminuiram o consumo de matéria seca. Esses efeitos parecem melhorar a

eficiéncia alimentar dos animais.

A digestibilidade do amido pode variar grandemente dependendo de
varios fatores como o tipo de cereal, teor de amilopectina e de amilose, camada
externa do granulo, presenca de uma matriz pretéica revestindo o granulo de amido,
e método de processamento do grao que pode aumentar a area de superficie do
grao, aumentando a susceptibilidade do amido a agdo enzimatica e um significativo
aumento da digestibilidade tanto no rumem como no intestino. (ZEOULA; CALDAS

NETO, 2001).

Zeoula e Caldas Neto (2001) apresentaram em seu trabalho que a
digestibilidade foi maior para graos de milho floculado (98,9%) seguido de silagem
de grao umido (95,3%), milho laminado a vapor (93,2%), laminado (92,2%) e moido

(90,0%).



Qualquer problema com a digestibilidade do amido contido na dieta
podera afetar o desempenho do animal. A digestibilidade do amido pode variar
mediante alguns fatores como os varios métodos de processamento. Tém sido
demonstrados os beneficios do processamento dos grdos de cereais, o que
aumenta a digestibilidade ruminal do amido, e com isto, propicia mais energia
disponivel para o desenvolvimento da populagdo microbiana, resultando em maior
producdo de Acidos Graxos Volateis (AGVs). Porém além do custo de instalagéo, os
processamentos possuem um gasto muito alto de energia, sendo um dos

impedimentos para a execugao desta metodologia.

A ma utilizagdo do amido é uma preocupagao no Brasil, por isso alguns
trabalhos vém estudando as perdas de amido nas fezes (CAETANO, 2008),

diferengas no consumo (ALMEIDA, 2005) e no desempenho (LANNA, 2004).

As maiores concentragdes de amido nas fezes, além de estar relacionado
com a digestibilidade do amido, indicam também uma provavel alteragcao no local de
digestdo, passando do rumem par ao trato gastrointestinal posterior. Ha uma
divergéncia entre os pesquisadores em relacdo ao local de digestdo para o amido.
Durante a fermentagao ruminal ocorrem perdas por calor e metano (OWENS; ZINN,
2005), enquanto a digestdo no duodeno e jejuno pode n&o ser plenamente eficiente
devido & alta taxa de passagem do grdo, adaptagdo enzimatica na digestdo do
amido e absorgao e utilizagdo da glicose pelas visceras drenadas pela veia porta

(NOCEK; TAMMINGA, 1991).

Alguns trabalhos (ZINN; OWENS; WARE, 2002; OWENS; ZINN, 2005)
mostram que a digestdo do amido da dieta pode ser monitorado pela sua

concentracado nas fezes. Estes trabalhos indicam que a correlagado entre o teor de



amido fecal e digestibilidade do amido é alta. Varios trabalhos foram executados
com o objetivo de quantificar o aproveitamento do amido em graos processados

(CAMPLING, 1991; ROWE; CHOCT; PETHICK, 1999; OWENZ; ZINN, 2005).

Caetano (2008) encontrou diferengas significativas do teor de amido fecal
em relagao ao tempo apods o trato, demonstrando maiores teores de amido nas fezes
nas primeiras horas apds o fornecimento da dieta, parte da manha. Existe diferenca
quanto ao teor de amido nas fezes de animais de diferentes grupos genéticos,
indicando que animais Nelore puros perdem cerca de 28% mais amido que animais

com algum sangue cruzado.

Assim um dos métodos utilizados para melhorar o aproveitamento do
amido reduzindo perdas nas fezes e consequentemente melhorar o desempenho
animal, € a manipulagdo dietética, utilizando enzimas exdgenas na dieta de

ruminantes.

2.2 Enzima amilase na alimentagao animal

Enzimas sdo substancias naturais envolvidas nos processos bioquimicos,
que dentre outras fungdes, sdo capazes de decompor moléculas complexas em

unidades menores, como carboidratos em agucares.

As enzimas sao catalisadores organicos produzidos pelas células vivas e
uma vez sintetizados por uma célula, poderao atuar independentemente da mesma,
sobre condi¢cdes apropriadas. As enzimas sao reativas apenas com seus substratos
especificos e nao reativas com outros substratos, alem de ser favoraveis ao meio

ambiente (KAMEDA et al., 2007).
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Novas tecnologias, como produgao biotecnologica de enzimas, saos
constantemente apresentadas. O intervalo entre o desenvolvimento e utilizacao
pratica das inovagdes geralmente é de varios anos. Na primeira etapa, estudos
laboratoriais demosntram a potencialidade de utilizagdo. A segunda etapa envolve a
viabilizacdo de uso pratico, com desenvolvimento de processos industriais
economicamente viaveis. As proximas etapas estdo relacionadas a divulgagéo,
comercializagdo e amadurecimento do projeto tecnoldgico. Atualmente, varios
aditivos biotecnoldgicos tém sido rotineiramente usados na industria animal. Todavia
para ser adotada, ela necessita ser comprovada cientificamente e testada em

condi¢cées de campo (FERNANDES e MALAGUIDO, 2007)

Conforme Minafra (2007) as novas aplicagcbes da biotecnologia,
amplamente debatidas pela comunidade cientifica, sdo de alta importancia
econOmica e social, pois possibilitam o aumento expressivo da produtividade,
melhora da qualidade de produtos e redug¢ao do impacto ambiental. As enzimas sao
produzidas por microorganismos especificos e sob condigdes assépticas e altamente
controladas. As condi¢cbes ideais de crescimento para esses microorganismos,
normalmente, sdo bem conhecidas e testadas. A temperatura, os nutrientes e o
suprimento de oxigénio sao ajustados de modo a criar condi¢cdes proprias para seu

desenvolvimento.

As enzimas, vém sendo utilizadas como catalizadores em processos
inustriais em nivel mundial, implicando no surgimento de um novo compo de estudo
e pesquisa, a tecnologia enzimatica (PEREIRA, 2002). Esta linha de pesquisa tenta

aliar as vantagens inatas das enzimas, sua especificidade e eficiéncia catalitica e,



11

encontrar metodologias viaveis que regulem sua instabilidade e reduza os custos de

sua produc¢ao para aplicagédo na industria de alimentagao animal.

Pesquisas na area de suplementos enzimaticos para dietas de ruminantes
tém sido realizadas principalmente com celulases e hemicelulases, enquanto as
atividades envolvidas no processo de digestdo do amido tém sido pouco estudadas.
Considerando que o amido representa o0 maior componente nas dietas de bovinos
de alta produtividade, a utilizacdo de suplementos enzimaticos para manipular a
digestdo do amido no rumen pode permitir melhora na produtividade (TRICARICO,
2008). A utilizacado de uma enzima na alimentacdo pode propiciar aumento de

produtividade com menor capital investido.

Segundo Guenter (2004), as principais metas de suplementagao
enzimatica para os animais sao: remover ou destruir fatores antinutricionais dos
graos; aumentar a digestibilidade total da racao; potencializar a agao das enzimas
enddgenas e diminuir a poluicdo ambiental causada por nutrientes excretados nas
fezes. Ghazalah et al. (2005) afirmam que a suplementagdo enzimatica melhora o
desempenho animal e permite a reducdo de energia na formulagdo das racdes

animais.

Com o gradual conhecimento da natureza das enzimas, extratos obtidos a
partir de certos tecidos animais, como o do pancreas e da mucosa do estébmago, de
tecidos vegetais, como o do malte e do mamé&o ou produzidas por bactérias,
leveduras e fungos, foram encontradas muitas aplicagdes técnicas para as enzimas
(LEADLAY, 1993). As amilases, por exemplo, encontram aplicagdes nas industrias

de alimentacdo animal.
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A producdo de enzimas amiloliticas teve inicio na primeira metade do
século passado em decorréncia do interesse industrial da produgao de glicose a
partir de materiais amilaceos. As amilases promovem a hidrélise do amido em
acgucares redutores, sendo detectadas ha mais de um século em grande variedade
de materiais biolégicos. Essas enzimas sdo designadas amiloliticas porque

promovem a degradagao do amido. (HARGER,1982).

As amilases sao hidrolases capazes de degradar o amido e seus produtos
de hidrélise, até sacarideos menores. Sdo amplamente distribuidas na natureza,
encontradas na industria devido a grande aplicagcdo do amido e de seus derivados

em processos industriais (MINAFRA, 2007)

As amilases estdo entre as mais importantes enzimas industriais,
apresentando grande importancia biotecnologica, tais como aplicagbes nas
industrias téxteis, cervejas, bebidas destiladas, panificacdo, cereais para
alimentacgao infantil, liquefacdo e sacarificagdo do amido, ragdo animal, industria
quimica e farmacéutica. Apesar de poderem ser derivadas de diversas fontes,
incluindo plantas, animais e microrganismos, enzimas microbianas geralmente
encontram grande demanda industrial. Atualmente, grandes quantidades de
amilases microbianas estdo disponiveis comercialmente e tém aplicacdo quase
completa na hidrolise do amido em industrias de processamento do amido (GUPTA

et al., 2003; PANDEY et al., 2005).

GUPTA et al (2003) mostraram que as amilases sao divididas em duas
categorias, endoamilases e exoamilases. As endoamilases catalisam as hidrolises
de forma aleatdria no interior da molécula de amido. Esta acado causa a formacao de

ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de varios comprimentos. As
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exoamilases hidrolisam a partir das extremidades nao-redutoras da cadeia
resultando em produtos finais pequenos. Atualmente sdo conhecidas varias enzimas
que hidrolisam a molécula de amido em diferentes produtos e a agdo combinada de

varias enzimas € necessaria para a completa hidrélise do amido.

COSTA (1996) apresenta um esquema (Figura 1) para identificar e

classificar as enzimas amiloliticas.

Endo-o1,4-Glucanases- . Amilase

—
Exomaltohexahidrolase
/‘ al,4- 7~ | Exomaltopentahidrolase
Glucanases <
Exomaltotetrahidrolase

B-Amilase

Exo al,4- <

\__ | Glucanase . .
Amiloglucosidase

Enzimas Isopululanase
Amiloliticas

-
Pululanse
Endo-a1,6-Glucanse
\ Isoamilase
a1,6-Glucanases
Exo-a1,6-Glucanse Exopululanase

Figura 1 - Classificagcdo das enzimas amiloliticas
Fonte: COSTA (1996)
A Figura 2 demonstra uma representacdo esquematica da acéo das

enzimas amiloliticas sobre uma molécula de amido, que é considerada molécula

polissacaridica.
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Amiloglucosidase

vy ]

c-Amilase

O Glucose
OO Maltose

Figura 2 — Representagdo esquematica da agcao das enzimas amiloliticas a-amilase, B-amilase e
amiloglucosidase.

Fonte: COSTA (1996)

Os fungos destacam-se pela sua capacidade de atacar tecidos vegetais
através da secrecdo de enzimas que degradam biopolimeros tais como
polissacarideos, lignina e proteina. Aspergillus awamori vem sendo utilizado pela
industria para producdo de amilases, amiloglucosidases e proteases. Seu uso é
vantajoso, pois é seguro para a fabricacdo de produtos alimenticios destinados ao
consumo humano, sendo considerado ndo toxico e ndo patogénico (CUI et

al., 1998).

A companhia EDC (2004) divulga que alguns tipos de amilases sao
direcionadas para o uso em alimentagcao animal ou na agricultura, podendo ser
aplicadas na produgao de silagem, por exemplo. As enzimas s&o usadas como
aditivos alimentares sendo que a escolha da enzima depende do tipo de ragao e da
espécie animal. Como exemplos podem ser citados os produtos enzimaticos

produzidos no exterior para aplicacdo em racdo animal. Um dos produtos derivam



15

dos fungos A. oryzae e B. subtilis combinando principalmente amilases, proteases e
B-glucanases com outras enzimas, para aplicagdo em inoculantes de silagem,
aditivos para compostagem e em ragao animal. Outra enzima produzida é a a-

amilase, derivada do Fungo Aspergillus sp. disponivel na forma liquida ou em po.

As amilases sdo empregadas para aumentar a digestibilidade das racdes
no sistema digestivo dos animais, diminuindo a quantidade de dejetos e gases
liberados ao meio ambiente bem como contribui para o desenvolvimento e
crescimento dos animais, porque € possivel a sua introdugédo na dieta logo apds o
desmame (NOVOZYMES, 2004). Os animais novos nao dispdem de sistema
digestivo capaz de digerir a ragdo animal, entdo enzimas como amilases sao
adicionadas na ragao animal para auxiliar no metabolismo de carboidratos, assim
como as proteases auxiliam no metabolismo protéico e as lipases, no metabolismo

lipidico.

O rumen possui importantes populagdes bacterianas celuloliticas, grande
quantidades de fungos e protozoarios anaerdbicos. Os protozoarios do rumen nao
sdo essenciais para a digestdo da fibra, e na auséncia deles freqliientemente o
numero de bactérias aumenta e mantém a digestdo da fibra de celulose.
Recentemente, as bactérias celuloliticas do raimen foram estudadas extensamente e
foram apontadas como os primeiros degradadores das fibras. Os fungos
anaerobicos sdo capazes de colonizar fragmentos de plantas e penetrar na cuticula
e na parede celular de tecidos lignificados no rumen do gado e de ovelhas nas
dietas de alimentos fibrosos, e ter atividade celulolitica. Os fungos também podem
desempenhar um importante papel sinergético na digestdo ruminal da fibra pelo

rompimento fisico do tecido lignificado, permitindo que outros microrganismos do
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ramen tenham acesso mais facil ao talo e a porcdo digestivel da planta. A
composi¢cao e propor¢cao de microrganismos do rumen sao afetadas por muitos
fatores, tais como dieta, localizagdo geografica e interagdo animal hospedeiro

(CHEN et.al., 2008).

Nutricionistas de ruminantes tém interesse na manipulacdo do
ecossistema microbiano do rumen para aumentar a utilizagdo e qualidade do
alimento, melhorar a eficiéncia de producao dos ruminantes e aliviar os problemas

associados com praticas de alimentagao decorrente (LEE et al., 2000).

O uso de enzimas como aditivos de ragdes ou suplementos alimentares,
com a finalidade de atuarem dentro do rumen, é uma perspectiva interessante sob
ponto de vista de praticidade de uso. Porém, estas enzimas precisam ser estaveis
nas condi¢des fisico-quimicas do rumen, como pH em torno de 6,0 e em
temperaturas de ate 40°C. Alem disso, as enzimas ainda precisam ter certa
resisténcia a presenca de sais e a acao de proteases. Essas caracteristicas sao
coincidentes com aquelas descritas por Vieille e Zeikus (2001) para termo enzimas,
as quais tem mostrado ampla tolerancia as variagdes de pH, resisténcia a agentes
desnaturantes, alem da atividade e preservacdo de sua estabilidade em

temperaturas acima da mesofilica.

A maioria dos trabalhos relata a utilizacdo de preparados enzimaticos
comerciais constituidos por enzimas xilanases e celulases (endoglucanases) (EUN
et al., 2007; EUN & BEAUCHEMIN, 2007; COLOMBATTO et al., 2007), outros
relatam a utilizacdo de enzimas como esterases (KRUEGER & ADESOGAN, 2008;
KRUEGER et al, 2008), amilases (TRICARICO et al, 2007) e proteases

(COLOMBATTO et al., 2003a). Porem, o mecanismo de acado dessas enzimas em
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ruminantes ainda nado e bem definido, mas ha evidencias de que seja uma
combinagao de efeitos pré e pos-alimentacao. Com relacdo aos efeitos de pré-
alimentacgao, o indice de aplicagdo da enzima e o tempo de interagao de enzima-
alimento, criam um complexo enzima-alimento estavel, que protege as enzimas de
protedlises no rumen. Esta idéia foi sustentada pelo fato de que quando enzimas
foram diretamente adicionadas no riumen em vez de aplicadas ao alimento, nenhuma
melhora foi observada em relagdo a degradagdo da fibra. Contudo, quando
celulases e xilanases foram aplicadas ao alimento apresentaram-se resistentes a
protedlises do rimen durante um periodo significativo de tempo. Quanto aos efeitos
da enzima pos-alimentacao, o pH ruminal foi considerado o mais importante. E
conhecido que praticas modernas de alimentacdo levam frequentemente o pH
ruminal ao sub-6timo para a degradagao da fibra. Dado o pH 6timo como acido, a
adicao de enzimas fibroliticas exégenas podem aliviar os efeitos adversos sobre a

degradacéao da fibra (COLOMBATTO et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de producao, caracterizagcdo enzimatica, incubacao e de
DIVMS foram conduzidos no periodo de abril de 2011 a agosto de 2011, no
Laboratério de Enzimologia e no de Fisiologia da Digestao do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas Il (ICB Il), da Universidade Federal de Goias (UFG), Campus Samambaia,

localizado no municipio de Goiania — Goias.

3.1 Linhagem utilizada e manutengao do fungo

A amostra do fungo utilizada foi de Aspergillus awamori isolada do solo na
Universidade de Brasilia. O fungo foi cultivado em meio MEX [extrato de malte 3,0%
(p/v) e Agar 2,0% (p/v)], autoclavado a 120° C por 20 minutos. A cultura foi mantida
por 4 dias a 30°C em estufa de ventilagdo forcada e, posteriormente, as placas

foram estocadas a 4 °C para utilizagao.

3.2 Producgao, inoculacgao, filtragem e liofilizagdo da solugao enzimatica

Trés discos de cultura (5 mm), contendo esporos do fungo Aspergillus
awamori foram inoculados em erlenmeyers de 1,0 L, contendo 250 mL de meio de
inducao (extrato de levedura, 1,0 g; MgSO4 0,05 g; FeSO4. 0,01g; CaCl,.2H,0, 0,01
g; KHoPO4 0,02 g; (NH4)2S04 0,125 g; Amido, 1%; Agua destilada q.s.p. 100ml).
Os erlenmeyers foram incubados em agitador rotatério (Controlled Environment
Incubator Shacker, Brunswick Scientific Co. Inc., U.S.A) a 30°C e velocidade de 180
rom. Apos 48 horas de cultivo, a solugdo enzimatica foi filtrada a vacuo. Aliquotas
foram retiradas e congeladas para a avaliacdo da atividade de amilase e posterior

utilizacao.
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A solucao contendo a enzima amilase foi submetida a filtragem a vacuo
por filtros de papel, concentrada pelo processo de liofilizagcdo e ressuspendida
(retorno ao estado liquido) para utilizagdo. A solugdo enzimatica foi mantida em

geladeira a temperatura de 4 a 8 °C para utilizagao.

3.3 Determinacgao da atividade de amilase

A atividade amilolitica foi determinada pelo método sacarificante que se
baseia na producédo de agucares redutores (MILLER, 1959). A atividade enzimatica

encontrada foi de 46,54 U/ML.

A 40yl de tampao citrato-fosfato (50 mmol. L-1, pH 6,8), foram
adicionados 60yl de amostra enzimatica e 100yl de solugdo de amido (0,5%). A
mistura foi incubada a 39°C por 15 minutos. Posteriormente, 1,0 mL de reagente
acido dinitrosalicilico {10 g.L-1 acido dinitrosalicilico (DNS), 100 mL de NaOH (2
mmol.L-1), 300 g.L-1 de tartarato de sodio e potassio} foi adicionado aos tubos de
ensaio. A mistura foi fervida por 5 minutos em banho-maria a 96°C e a absorbancia
determinada a 550nm. A quantidade de acgucares redutores formados é calculada de
acordo com uma curva padrao 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 reacéao.

3.4 Delineamento Experimental

Foram testados dois métodos de adicdo da enzima amilolitica com a
finalidade de determinar a melhor forma de utilizacdo e efeito, nos dois

experimentos.
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Na primeira forma a enzima amilase foi aspergida sobre o substrato (milho
moido) e a segunda forma a enzima amilase foi aplicada diretamente no liquido

ruminal.

No primeiro método a aspersao ocorreu em 24g de substrato,
acondicionados em sacos de nilon. Os sacos de nilon contendo substrato tratado
foram colocados dentro dos jarros da incubadora no momento da incubagado. No
segundo método a amilase foi aplicada diretamente nos jarros, no momento da
incubacdo, contendo liquido ruminal, solucdo tampdo e sacos de nilon com

substrato.

Foram avaliados trés tratamentos: tratamento utilizando 10 ml agua
(controle), tratamento com 5 ml de enzima (T1) e tratamento com 10 ml de enzima

(T2).

Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado, em esquema de
parcelas subdivididas 3 x 6, com quatro repetigdes (jarros). As parcelas foram
constituidas por milho tratado com trés diferentes niveis de enzima e as subparcelas

por seis periodos de digestdo do milho tratado.
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Figura 3. Sequéncia dos eventos para a produgcdo da enzima amilase:. 1)Linhagem utilizada e
manutengédo do fungo em elermeyer de capacidade de 1 L; 2) Inoculagdo em aparelho Shacker; 3)

Liofilizagdo para concentrar a solugéo enzimatica; 4)Filtragem a vacuo em filtros de papel.

3.5 Preparacgao das solugées tampoes

Primeiramente foi misturado 266 ml da solugdo B (15 g de Na2CO3e 1 g
de Na2S9H20, para 1 L de agua destilada) em 1330 ml da solugédo A (10 g de
KH2PO4; 0,5 g de MgS0O4 7 H20; 0,5 g de NaCl; 0,1 g de CaCl2H20 e 0,5 g de
uréia, em 1 L de agua destilada). A quantidade exata de A para B (relagcao 1:5) deve
ser ajustada para obtencao do pH final 6,8 a 39 °C. Nenhum ajuste adicional de pH é
necessario. A quantidade aproximada de 1600 ml da solugéo tampao foi adicionada
por jarro, colocados na incubadora aproximadamente 4 hs antes da incubagao para

obtencao da temperatura de 39 °C.
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3.6 Preparacgao dos sacos de nailon

Os sacos de filtro-nailon (F57 ANKOM®) foram identificados
numericamente (48 amostras e 1 branco), mergulhados em acetona por 3 a 5
minutos, escoados e colocados em estufa com circulacéo forcada de ar a 55°C por
dois minutos e posteriormente em estufa a 105°C durante 24hs. A lavagem dos
sacos em acetona foi executada para a remocao da solucio surfactante que inibe a
digestdo microbiana. Apds 40 minutos no dessecador, os sacos foram submetidos a

pesagem (peso do saco de nailon vazio = W1).

Amostras de 0,5g do milho tratado ou ndo por solugdo enzimatica foram
acondicionadas em sacos de filtro-nailon (F57 ANKOM®), e em seguida selados
(peso do saco com amostra de milho = W2). Os sacos contendo o substrato (milho)

foram reservados para o momento da incubacéo in vitro.
3.7 Coleta do liquido ruminal e incubagao

Para a coleta do liquido ruminal foi utilizado um bovino Nelore com peso
aproximado de 380 kg provido de canula no rumen, mantido em baia individual,
adaptado a dieta por periodo de 10 dias. A dieta, fornecida a vontade, apos a coleta
do liquido ruminal, consistiu de feno de Tifton com 7% de proteina bruta (PB) e 1 kg

de milho.

Para cada tratamento no momento da incubacgéo coletou-se 2000 ml de
liquido ruminal, enviado ao laboratério por meio de garrafa térmica. O material foi
batido em liquidificador a velocidade alta por 30 segundos, sendo em seguida filtrado
e adicionados em jarros de vidro de 500 ml, contendo solugao tampé&o a 39°C. Todo

0 processo ocorreu com a infusdo de CO2. Os materiais utilizados para o manuseio
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do liquido ruminal foram aquecidos a temperatura de 39°C. A mistura do liquido em
liquidificador tem o objetivo de desalojar as bactérias da massa ruminal,

assegurando a populagédo microbiana para a fermentacao in vitro.

Posteriormente, os sacos de filtro nilon foram introduzidos nos jarros (4 no
total) da incubadora (TE-150 TECNAL), contendo 400 ml de liquido ruminal e 1600

ml de solugao tampao a 39°C.

Em meio anaerdbio foram incubados 48 sacos contendo amostra e um
saco em branco (C1) para cada tratamento, sendo: jarro 1 sacos de numero 1 a 12;
jarro 2 sacos de numero 13 a 24; jarro 3 sacos de numero 25 a 36 e jarro 4 do 37 ao

48 e amostra em branco.

As amostras foram incubadas por 15’; 1,30’; 3; 6; 12 e 24 hs, para cada
tratamento. Para cada horario de incubacdo foram retiradas 2 amostras,
aleatoriamente, de cada jarro (8 amostras no total), sempre com infusdo de CO2
registrando o horario de retirada. Em seguida os sacos foram lavados por trés vezes
em agua destilada e uma vez em acetona, escoados e acondicionadas em estufa de
ventilagao forcada a 105 °C por 24 hs. Posteriormente as amostras foram retiradas
da estufa, mantidas em dessecador por 40 minutos, pesadas e registradas para

calculo da DIVMS (W3).
3.8 Digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS)

No ensaio de digestibilidade in vitro foi utilizada a metodologia descrita
por TILLEY E TERRY (1963) modificada para o fermentador ruminal (DAISY),
seguindo a metodologia apresentada no manual de utilizagdo do equipamento

(ANKOM® Technology), fornecida pelo fabricante.
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Para calcular a DIVMS utilizou-se a seguinte férmula:

% DIVMS = 100 — (W3 -(W1x C1)) x 100

(W2x MS)

Em que: W1 = Peso saco vazio; W2= Peso da amostra; W3 = Peso final apés DIVMS;

C1= Peso do saco em branco; MS = Matéria Seca.
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Figura 4 . Sequéncia dos eventos para incubacdo da enzima amilase: 1) Secagem dos sacos de
nailon em estufa; 2) Pesagem do substrato (milho moido); 3) Selagem dos sacos de nailon; 4) Coleta
do liquido ruminal; 5) Incubacdo dos sacos de nailon com substrato nos jarros conendo liquido

ruminal e solugdo tampao; 6) Incubagao na incubadoura Te-150 Tecnal.

3.9 Determinacao de glicose e matéria seca

No momento da incubacéo foi retirado uma aliquota de liquido ruminal de
cada jarro (4), por horario ( 15’; 1,30’; 3; 6; 12 e 24 hs), para cada tratamento e

armazenadas em freezer para determinagao de glicose.

Para determinacdo da glicose foi utilizado a metodologia do Kit comercial
de Glicose Enzimatica Liquida Doles. Os valores de glicose foram registrados e

langados em planilha.

O ensaio para determinacdo de matéria seca foi realizado para cada
tratamento (controle, T1 e T2). O cadinho foi mantido em estufa por 2 horas a 105 °C
para secagem, apos 40 minutos em dessecador registrou-se o peso, em seguida foi
adicionado 1,0 g da amostra (milho moido), mantendo em estufa a 105 C° durante

24hs e determinado o peso final. O ensaio foi realizado em duplicata.

Figura 5 . Seqliiéncia dos eventos para determinagdo de matéria seca e glicose: 1) Alicota do liquido
ruminal retirada no momento da incubacao para determinagao de glicose; 2) Cadinhos contendo o

substrato (milho moido) para determinagdo de matéria seca.



26

4.0 Analise Estatistica

Os resultados dos experimentos com o efeito da enzima amilase no
substrato e com o efeito da enzima adicionada diretamente no liquido ruminal, foram
submetidos & analises de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do

software R (R DESENVOLVIMENTO CORE TEAM, 2012).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados de Matéria seca

Para cada tratamento foi realizado o ensaio de determinacdo de matéria
seca. Foram encontrados os valores descritos no quadro 1, os quais foram utilizados

na formula para determinar a DIVMS.

Quadro 1 — Resultados de matéria seca para os diferentes niveis de enzima

MATERIA SECA
NIVEIS DE ENZIMA Enzima aspergida no Enzima adicionada ao liquido
substrato ruminal
Controle (0 mL) 52,80 53,02
T1 (5mL) 52,84 52,91
T2 (10 mL) 52,93 53,01

4.2 Resultados de DIVMS

4.2.1 Aspersao da amilase sobre o substrato

Verificou-se que no tempo inicial de 15 minutos, os tratamentos controle e
T 1 ndo diferiram entre si. No quadro 1 com aplicagdo de T2 em 15 minutos foi
observada melhora de 55,54% da digestibilidade, em relagdo ao controle. Esse
resultado demonstra que o nivel de 10 mL de enzima promoveu a hidrolise do amido
antes da sua incubacao no rumen. Isso provavelmente ocorre pela especificidade da
enzima amilase ter como seu substrato o amido. HARGER (1982) afirma que as
enzimas sdo denominadas de acordo com o substrato sobre o qual atuam, portanto,

o termo amilase indica a acao sobre o amido.
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Quadro 2 — Médias de DIVMS (%) do milho moido submetido a diferentes niveis de

enzima e os periodos de incubagao

NiVEL DE PERIODO DE INCUBAGAO RUMINAL (horas)

ENZIMA (ml
(mi) 15’ 1:30° 3 6 12 24

Controle (0) 22,82bD | 23,93bD 23,57cD 29,13bC | 38,06bB | 53,29cA

T1(5) 23,60bD | 27,30bCD | 28,080bCD | 30,29bC | 41,83bB | 60,54bA

T2 (10) 35,50aD | 41,58aC | 38,50aCD | 39,81aCD | 60,60aB | 73,21aA

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Niveis de enzima - CV%= 7,28, GL%=2, QM%=1792,2544, F%=228,9354. Periodos de incubagao:
CV%=5,99, GL%=5, QM%=2211,3350, F%=417,8208. Colunas, classificagdo com letras minusculas;
Linhas, classificagdo com letras maiusculas.

Quando se comparou os tratamentos controle e T1, nos tempos de
incubagéo 15 minutos, 1:30 minutos, 6 horas e 12 horas observou-se que a DIVMS
do milho ndo apresentou diferenca significativa. Ja para os tempos 3h foram de
23,58% e 28,08% e para 24h 53,30% e 60,54% respectivamente, apresentando
diferenca significativa. Isso indica que a concentragdo de 5 mL de enzima melhorou

a DIVMS para tempo de 3 e 24 horas.

Muito da variabilidade da atuacdo enzimatica sao atribuidas a fatores tais
como o tipo e atividade da enzima, as condicbes de cultura empregada (EUN &
BEAUCHEMIN, 2007), nivel de suplementacédo e enzima fornecida, estabilidade da
enzima no aparelho digestivo (YANG et al, 2001; GIRALDO et al., 2008),
composicao da dieta, método de aplicagcdo da enzima e o balanco energético dos
animais teste. Respostas positivas tem sido obtidas com adiccdo de preparados
enzimaticos a ragdo, mas quais as enzimas chave envolvidas e 0 mecanismo de

acéo ainda n&o s&o bem definidos (BEAUCHEMIN et al., 2003).
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Segundo o trabalho de Minafra (2007), pode-se observar que a enzima
apresenta atividade alta na faixa de temperatura entre 30 a 70 °C, tendo o valor
maximo de atividade enzimatica na temperatura de 50 °C, apresentando estabilidade

nos PH fisiolégicos 3,0 a 8,0. Esse resultado € bom para a aplicabilidade na ragdes.

Nas condicbes do presente trabalho, foi verificado que os valores do
controle e T2 diferiram estatisticamente, sendo que os resultados do T2 foram
superiores aos do controle. O tero de T2 ser superior ao controle indica que o nivel
10mL de enzima melhorou a DIVMS para todos os tempos de incubacao. Estudos
revisados por MEDEIROS e LANNA (1999) mostram que o uso de enzimas
exdgenas na dieta de ruminantes pode proporcionar melhora na digestibilidade da

racao.

Segundo COLOMBATTO et al. (2007) ha evidencias de uma combinagéo
de efeitos pré e pds-alimentacao, onde indice de aplicagdo da enzima e o tempo de
interacdo de ezima-alimento, criam um complexo enzima-alimento estavel, que

protege as enzimas exdgenas de protedlises no rumem.

4.2.2 Aplicagao da amilase no liquido ruminal

Com 15 minutos e 1 hora e 30’ horas de incubacgao, foi observado maior
DIVMS para o tratamento controle, em relagéo ao T1. No quadro 2 verificou-se ainda
que o tratamento controle proporcionou maior DIVMS, em relacdo ao T2 com

aumentos de 28,74% e 10,53%, para os tempos 15’ e 24 horas, respectivamente.
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Quadro 3 — Médias de DIVMS (%) do liquido ruminal submetido a diferentes niveis

de enzima e os periodos de incubagao

NiVEL DE PERIODO DE INCUBAGAO RUMINAL (HORAS)

ENZIMAS

(ML) 15 1:30° 3 6 12 24
Controle(0) | 14,96aC | 14,24aC | 12,45aC | 13,88aC | 24,06aB | 48,06aA
T1(5) 9,67bC 9,55bC 10,95aC | 11,42aC | 23,79aB | 50,40aA
T2 (10) 11,61bC | 13,46aC | 13,35aC | 14,13aC | 22,00aB | 43,49bA

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Niveis de enzima: CV%= 7,86, GL%=2, QM%=26,5161, F%=10,6458. Periodos de incubacgao:
CV%=7,84, GL%=5, QM%=2362.2851, F%=951,7127. Colunas, classificagdo com letras minusculas;
Linhas, classificagdo com letras maiusculas.

Verificou-se que a DIVMS foi maior para o tratamento controle, indicando
que os niveis de 5 mL e 10mL da enzima aplicados no liquido ruminal nao
aumentaram a DIVMS. Provavelmente, a falta de respostas a adicédo de 5 e 10 mL
ocorreu pela inativacdo da enzima amilase devido a acdo das proteases presentes
no liquido ruminal. Dukes (1993) relata que certas proteinas naturais, escapam da
degradagcdo ruminal, mas podem ser prontamente hidrolizadas pelas enzimas
proteoliticas gastrointestinais. A protedlise bacteriana comeca com a atividade
extracelular da protease para produzir peptidios, os quais sado fagocitados e

submetidos a hidrélise posterior dentro da célula bacteriana.

A enzima amilase, assim como outras enzimas utilizadas na alimentagao
de ruminantes devem resistir e conservar atividade consideravel depois dos
processos de fabricacdo e digestdo. Os fatores que podem influenciar sua
estabilidade, entre outros, sdo: a origem (microorganismo), o tipo de atividade, a

composi¢cado da dieta, o modo de fazer a ragdo, o armazenamento, as condigdes
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durante o processo digestivo e a acao de enzimas endégenas (FRANCESCH, 1996).
Segundo Borges, (1997) a estrutura molecar da enzima €& bastante fragil e,
consequentemente, pode ser desnaturada por calor, alcalis, metais pesados e outros

agentes oxidantes.

Trabalho correlato como o de COLOMBATTO et al., (2007) demonstra
que quando enzimas foram adicionadas diretamente no liquido ruminal em vez de

aplicadas ao alimento, nenhuma melhora foi observada.

4.3 Resultados de Glicose

4.3.1 Aspersao da amilase no substrato

Observou-se maiores niveis de glicose no liquido ruminal para o
tratamento controle e T1 no tempo inicial de 15 minutos em relagdo aos outros
tempos de incubacdo. No quadro 3 verificou-se que houve diferenga significativa
entre os tratamentos T1 e T2 com 15 minutos de incubagdo, sendo o T1 superior ao
T2. Nao houve diferenca significativa entre o tratamento controle e T1 para os
tempos de incubacdo 1:30°, 3, 6, e 12 horas. No T1 observou-se diferenca
significativa da atividade enzimatica no tempo inicial sendo superior aos outros

tempos de incubacéo.
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Quadro 4 — Médias de glicose presente no liquido ruminal submetido a diferentes

niveis de enzima e os periodos de incubagao

NiVEL DE PERIODO DE INCUBAGAO RUMINAL (HORAS)
ENZIMAS
(ML) 15 1:30° 3 6 12 24

Controle(0) | 16,84bA 12,32aA 5,13aA 5,89aA 3,19bA 5,14bA

T1 (5) 74,91aA 13,75aB 3,28aB 4,04aB 2,63bB 2,02bB

T2 (10) 5,91bBC 5,11aC 3,51aC 9,16aBC 30,15aA 25,75aAB

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Niveis de enzima: CV%=81,46, GL%=2, QM%=458,0591, F%=4,2723. Periodos de incubacgao:
CV%=74,85, GL%=5, QM%=1246,6830, F%=13,7706. Colunas, classificagdo com letras minusculas;
Linhas, classificagdo com letras mailsculas.

4.3.2 Aplicagcao de amilase no liquido ruminal

Com a aplicacdo no liquido ruminal, ndo foi observado diferenca
significativa dos resultados de glicose para o tratamento controle, T1 e T2 nos
tempos 15, 1:30°, 3, 6 e 12 horas de incubacdo. Ja para o tempo de 24 horas de

incubacgéo houve diferenga significativo sendo o T2 superior aos demais tratamentos.
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Quadro 5 — Médias de glicose presente no liquido ruminal submetido a diferentes

niveis de enzima e os periodos de incubagao

NIiVEL DE PERIODO DE INCUBAGAO RUMINAL (HORAS)
ENZIMAS
(ML) 15’ 1:30° 3 6 12 24

Controle(0) | 4,09aA 1,88aA 2,68aA 3,52aA 2,13aA 2,56bA

T1(5) 4,01aA 3,565aA 1,53aA 1,97aA 2,71aA 2,48bA

T2 (10) 1,91aB 3,97aB 5,74aB 2,72aB 5,41aB 25,24aA

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.
Niveis de Enzima: CV%=115,93, GL%=2, QM%=179,4706, F%=7,0789. Periodo de incubacao:
CV%=92,25, GL%=5, QM%=96,0982, F%=5,9866. Colunas, classificacdo com letras minusculas;
Linhas, classificagcdo com letras mailsculas.

Diante dos resultados de glicose, tanto para enzima aspergida sobre o
substrato como aplicada ao liquido ruminal, no tratamento 2 observa-se que, com 24
horas de incubagéo, houve maior agdo da atividade enzimatica. GUPTA (2003) e
PANDEY (2005) citam que as amilases hidrolisam moléculas de amido liberando
diversos produtos, incluindo dextrinas e progressivamente pequenos polimeros
compostos de unidades de glicose. A mesma acéo foi verificada nos resultados de

DIVMS demonstrados nas tabelas 1 e 2.

Com essas informagdes entende-se que o aumento da DIVMS com nivel
de 10 ml de enzima (T2) com 24 horas de incubagdo deve-se a agédo da enzima.
COLOMBATTO et al., (2007) observou valores de digestibilidade semelhante a este
experimento sugerindo este efeito como a protecao enzimatica sendo causada pela
complexagcdo do alimento com a enzima. Esta observagdo pode ser a mesma

constatada no presente trabalho.




34

5 CONCLUSAO

A enzima amilase de A awamori aumentou significativamente a DIVMS do
amido na concentracdo de 10ml, nos tempos de 12 e 24 horas de incubacao
quando aplicada sobre o milho triturado. O complexo enzimatico adicionado

diretamente no liquido ruminal nao alterou a DIVMS do amido.
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