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EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE ENZIMAS SOBRE O PROCESSAMENTO E
DIGESTIBILIDADE DE DIETAS EXTRUSADAS PARA CAES CONTENDO FARELO
DE TRIGO.

RESUMO - O farelo de trigo € um coproduto da industria alimenticia com custo
acessivel e importante fonte de fibra e amido que vem sendo empregado para céaes.
Contudo, este ingrediente apresenta Polissacarideos Ndo Amilaceos (PNA’s), que nao
sao digeridos pelos cdes e podem causar disturbios gastrintestinais, que interferem na
absor¢éo dos nutrientes. Com o intuito de aumentar a biodisponibilidade dos nutrientes
do farelo de trigo em dietas extrusadas para cées, avaliou-se a suplementacdo com
uma mistura de enzimas sobre o coeficiente de digestibilidade dos nutrientes, qualidade
e producdo de fezes e parametros fermentativos intestinais. Foram formuladas duas
dietas experimentais isonutritivas. A primeira possuia apenas milho e quirera de arroz
como fonte de amido e fibra de cana de agucar como fonte de fibra, que foi denominada
racao controle negativo (CN). A segunda formulacéo apresentava 25% de farelo de trigo
e foi desdobrada em quatro tratamentos: CP - dieta controle positivo, com farelo de trigo
e sem adicao de enzimas; ENZ1 — com enzimas na mistura antes da extrusao; ENZ2 -
com as enzimas do ENZ1 mais a-amilase, na mistura antes da extrusdo; ENZ2Pex -
com as enzimas do ENZ2 ap6s extrusdo, como cobertura. O experimento seguiu
delineamento em blocos casualizados no tempo, com dois blocos de 15 animais, trés
animais por tratamento em cada bloco e seis caes por tratamento. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos cinco tratamentos
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados foram, também,
avaliados por meio de contrastes ortogonais pré-estabelecidos, a 5% de probabilidade.
A adicéo de farelo de trigo levou a reducao da digestibilidade dos nutrientes (p<0,05). A
mistura de enzimas néo resultou em diferengas na digestibilidade, qualidade das fezes
e produtos de fermentacdo microbiana fecal (p>0,05). A produtividade de racéo
aumentou com a inclusdo da mistura de enzimas ENZ2, reduzindo-se o custo de

energia elétrica na producao da racao.

Palavras-chave: amido, carboidrases, extrusao, fitase.
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EFFECT OF ENZYME SUPPLEMENTATION ON THE PROCESSING AND
DIGESTIBILITY OF EXTRUDED DIETS FOR DOGS CONTAINING WHEAT BRAN.

SUMMARY - The wheat bran is a byproduct of the food industry with affordable and
important source of fiber and starch that has been used for dogs. However, this
ingredient has no-starch polysaccharides (NSP), which are not digested by dogs and
can cause gastrointestinal disturbances, which interfere with absorption of nutrients. In
order to increase the bioavailability of nutrients in wheat bran extruded diets for dogs, we
assessed whether supplementation with a mixture of enzymes on the digestibility of
nutrients, quality and production of feces and intestinal fermentation parameters. Two
experimental diets were formulated isonutrients. The first had only corn and broken rice
as a source of starch and sugar cane fiber as a fiber source, which was designated
negative control diet (NC). The second formulation showed a 25% wheat bran and was
split into four treatments: CP - positive control diet with wheat bran and without
enzymes; ENZ1 - with enzymes in the mixture before extrusion; ENZ2 - with enzymes
ENZ1 more a-amylase in the mixture before extrusion; ENZ2Pex - with enzymes ENZ2
after extrusion, as cover. The experiment followed a randomized block design in time,
with two blocks of 15 animals, three animals per treatment in each block and six dogs
per treatment. The data were subjected to analysis of variance and the mean of five
treatment groups were compared by Tukey test at 5% probability. The results were also
evaluated using orthogonal contrasts pre-set at 5% probability. The addition of wheat
bran led to reduced digestibility of nutrients (p <0.05). The mixture of enzymes resulted
in no differences in digestibility, stool quality and fecal microbial fermentation products
(p> 0.05). The productivity of feed increased with the addition of the mixture of enzymes

ENZ2, reducing the cost of eletctricity production in the diet.

Keywords: starch, carbohydrases, extrusion, phytase.



1. INTRODUCAO

O mercado petfood esta em ascensdo no Brasil e no mundo. A crescente
demanda por melhor utlizacdo dos recursos alimenticios tem evidenciado a
necessidade da utilizacdo de fontes ndo competitivas com a alimentacdo humana. Na
tentativa de encontrar novas alternativas viaveis e de baixo custo como ingredientes
para petfood, tem-se recorrido a matérias-primas de origem vegetal e animal. Apesar do
interesse no emprego de coprodutos, sua correta utilizagdo nas formulacdes depende
do seu valor nutricional, tornando-se necessario determinar ndo somente sua
composicdo quimica, mas a disponibilidade de seus nutrientes e energia biodisponivel
(GENEROSO et al., 2008). No Brasil ha grande oferta de coprodutos, como o farelo de
trigo que é o principal e mais abundante coproduto da moagem de gréos. Segundo a
ABIMA, em 2009 no Brasil foi consumido 10,1 milhdes de toneladas de trigo. A
producao de farinha de trigo gera obrigatoriamente o farelo de trigo, coproduto esse que
apresenta custo acessivel e importante fonte de fibra e amido. O farelo de trigo possui
alguns fatores antinutricionais, como os Polissacarideos Nao Amilaceos (PNA’s) e o
fitato. Os PNA’'s sdo polimeros de aclUcar da parede celular de vegetais, séo
componentes de alto peso molecular e podem compreender mais de 90% da parede
celular das plantas (SELVENDRAN; ROBERTSON, 1990).

As ligacdes glicosidicas a-1,4 e a-1,6 do amido, a-1,2 entre frutose e glicose da
sacarose, B-1,4 da glicose e galactose da lactose e a-1,1 entre as unidades de glicose
da trealose podem ser hidrolisadas por enzimas enddgenas de mamiferos
monogastricos. Todas as outras ligacfes glicosidicas sdo resistentes as enzimas
digestivas, mas podem ser clivadas por enzimas produzidas por microrganismos da
microbiota gastrintestinal (SMITIS; ANNISON, 1996). Assim, esses compostos que nao
sdo hidrolisados pelas enzimas do sistema digestdrio dos cades, podem causar
disturbios gastrintestinais, o que interfere na absorcao de nutrientes.

Entre outros fatores, a disponibilidade de nutrientes pode ser influenciada pela

formacdo de complexos naturais. Dentre esses, em particular o acido fitico, conhecido



também como fitato, que é um complexo orgéanico de armazenagem de fosforo presente
nos cereais, sementes de oleaginosas e legumes. O acido fitico esta presente em
grande concentracdo no farelo de trigo, constituindo um fator anti-nutricional que
interfere na biodisponibilidade de minerais como zinco, calcio, magnésio, ferro e
prejudica a digestibilidade e absor¢ao de proteinas e aminoacidos.

Baseado na importancia da inativacdo desses efeitos anti-nutricionais, aditivos
enzimaticos podem ser usados, para atuar na quebra desses compostos e com iSso
melhorar o valor nutritivo de ingredientes. De acordo com CHAMPE; HARVERY (1989),
enzimas séo proteinas globulares, de estrutura terciaria e quaternaria, que agem como
catalisadores biologicos, aumentando a velocidade das reagdes quimicas no
organismo. Sao altamente especificas para os substratos e dirigem todos os eventos
metabdlicos. As enzimas digestivas tém um sitio ativo que permite que elas atuem na
ruptura de determinada ligacdo quimica (PENZ Jr., 1998), sob condicbes favoraveis de
temperatura, pH e umidade.

O decreto lei n°. 76.896 de 06 de janeiro de 1976, atualmente em vigor, define
como aditivo alimentar toda a substancia intencionalmente adicionada ao alimento com
a finalidade de conservar, intensificar ou modificar suas propriedades, desde que néo
prejudique o seu valor nutricional. Os aditivos enzimaticos ndo possuem funcao
nutricional direta, mas podem auxiliar no processo digestivo e melhorar a digestibilidade
dos nutrientes da dieta (CAMPESTRINI et al., 2005). As enzimas podem ser usadas em
racoes de cdes de duas formas béasicas: como aditivo de processo, melhorando a
eficiéncia do processo de extrusdo; e como suplemento enzimatico ao processo
digestivo, para complementar quantitativamente as enzimas do sistema endégeno
(amilase e lipase) ou suplementar enzimas que ndo sao produzidas pelos
monogastricos (fitase, xilanase, glucanase, celulase).

Considerando que a adicdo de elevada quantidade de farelo de trigo em racdes
para caes dificulta o processamento das ragOes, digestibilidade dos nutrientes e
gualidade das fezes, é possivel que a adicao de uma mistura de enzimas possa atenuar
estes efeitos negativos, promovendo maior produtividade, digestibilidade e melhor

gqualidade das fezes dos caes.



2. REVISAO DE LITERATURA

O farelo de trigo (FT) € largamente empregado na alimentacdo de ruminantes e
monogastricos. Este ingrediente contém, na matéria natural, 31,35% de amido, 9,66%
de fibra bruta, 40,59% de FDN, 10% de lignina e 15,52% de proteina bruta (MAES et
al., 2004; ROSTAGNO et al., 2005). De acordo com EVERS; MILLAR (2002) o FT é
formado por tecidos botanicos distintos, exteriores ao nucleo do trigo, como o pericarpo
(pelicula que recobre o gréo), a testa (pelicula que recobre a semente), a camada
hialina e a aleurona, partes externas do endosperma. O endosperma é composto de
diferentes tipos de células, em sua maioria de paredes celulares grossas e dificeis de
guebrar. Entretanto, o processo de moagem permite o rompimento dessas paredes, que
libera micronutrientes considerados anticancerigenos (como o selénio e o acido fdlico
ou fitoquimicos), flavondides e acido fitico (HELSBY et al., 2000). Contudo, ha fatores
antinutricionais que prejudicam seu melhor aproveitamento por animais monogastricos,
como os Polissacarideos Nao Amilaceos. Os principais PNA’s do farelo de trigo séo
arabinoxilanos (36,5%), celulose (11%) e acidos urbnicos (3 a 6%), que interferem
negativamente na digestdo dos demais nutrientes (MAES et al., 2004). Sua elevada
propor¢cédo de PNA'’s constitui um problema para digestédo (SILVA; SMITHARD, 2002), o
gue compromete a digestibilidade da dieta e a eficiéncia de utilizacao e disponibilidade
de alguns aminoéacidos (SILVA et al., 2000), reduzindo a energia metabolizavel e o
desempenho dos animais (ARAUJO et al., 2008).

Segundo ARAUJO et al., (2008), o trigo é considerado um ingrediente promotor
do aumento da viscosidade intestinal pelo seu alto porcentual de PNA’s soluveis, como
os arabinoxilanos. Esses PNA’s causam inibicdo geral da digestdo dos nutrientes, o
gue afeta a digestibilidade de carboidratos, gorduras e proteinas. A interferéncia na
biodisponibilidade dos aminoacidos pode ser causada pela redugdo em sua digestéo e
absorcéo, aumento da secrecao de proteinas enddgenas derivadas do intestino e pela
perda de células intestinais (BEDFORD; PARTRIDGE, 2001). A alta concentracdo de

PNA'’s no farelo de trigo € decorrente do processamento industrial para obtencdo da



farinha de trigo, no qual as estruturas da planta mais ricas em PNA’s (pericarpo, testa,
camada hialina e aleurona) concentram-se neste coproduto. O farelo de trigo pode ser,
também, importante fonte de fésforo, porém a elevada concentracdo de &cido fitico
nesta matéria prima propicia absor¢do intestinal do fosforo inferior a 30% em aves
(BEDFORD; PARTRIDGE, 2001).

Os monogastricos, como o0s cdes, ndo possuem a a - 1,6 galactosidase na
mucosa intestinal (ZUO et al., 1996), enzima essa que catalisa a hidrolise da ligacao a-
1,6 de PNA’'s (GOES; RIBEIRO, 2002). Portanto, a ingestdo destes polissacarideos
pelos cées pode resultar em aumento da viscosidade do contetdo luminal, interferéncia
na digestibilidade dos alimentos e reducao da interacdo das enzimas enddégenas com
0s substratos presentes no intestino (ANTONIOU; MARQUATT, 1983; SMITIS;
ANNISON, 1996). Como consequéncia direta verifica-se reducdo da digestibilidade da
matéria seca e proteina bruta dos alimentos no intestino delgado (YAMKA et al., 2005),
gue resulta em aumento do fluxo ileal da matéria organica, maior volume de fezes
(YAMKA et al., 2003), producéo de gases como CO,, H,, CH,, acidos graxos de cadeia
curta (acido butirico, propidnico, acético) e acido latico pela microbiota do colon,
favorecendo a geracdo de flatos (GRIESHOP; FAHEY, 2000; SILVIO et al., 2000;
YAMKA et al., 2006).

Atualmente, estudos e aplicacfes a campo de complexos multienziméticos para
diminuicdo e controle de fatores antinutricionais de ingredientes, sdo realizados na
avicultura e suinocultura industrial com resultados interessantes. No entanto, para caes,
a suplementacdo com enzimas ainda esta em fase inicial de estudos e distante de uma
aplicacéo em larga escala industrial. TWOMEY et al. (2003a) avaliaram a adicao de um
complexo multienzimatico composto por amilase, B-glucanase e xilanase em dietas
extrusadas para caes com teores crescentes de PNA's sollveis. A suplementacao
resultou em aumento nas digestibilidades da gordura, matéria seca e energia bruta e
melhora na qualidade das fezes, sem efeitos negativos aos animais.

As suplementacdes enzimaticas tém por objetivo provocar hidrélise das ligacdes
especificas de substancias ndo digestiveis aos monogastricos, atenuar os efeitos

indesejados dos fatores antinutricionais, em especial dos PNA’s, aumentar a



acessibilidade dos nutrientes as enzimas endogenas e melhorar o aproveitamento
protéico-energético dos ingredientes, aumentando seu valor nutricional (BRITO et al.,
2006). Desta forma, quando apropriadas e efetivas, as enzimas parecem ser capazes
de reduzir algumas das propriedades antinutricionais desses PNA’s da parede celular
(YIN et al., 2000), ocorrendo também diminui¢cdo da variacdo da qualidade nutricional
das dietas, permitindo digestdo mais rapida e completa com diminuicdo da excre¢ao
fecal de nutrientes (BEDFORD, 2000).

Existem trés grupos de enzimas disponiveis no mercado: a) Enzimas para
alimentos com baixa viscosidade (milho, sorgo e soja) como amilase, protease, lipase e
xilanase; b) Enzimas para alimentos de alta viscosidade (trigo, centeio, cevada, aveia,
triticale e farelo de arroz) como glucanases, amilases, xilanases e celulases; ¢) Enzimas
para degradar o acido fitico (fitase) (SOTO-SALANOVA, 1996; ZANELLA, 2001). A
tabela 1 contém uma lista das principais enzimas utilizadas em substratos de origem

vegetal.

Tabela 1. Enzimas utilizadas na alimentacdo animais monogastricos.

SUBSTRATO ENZIMA EFEITOS

Arabinoxilanos Xilanase Reducao da viscosidade da dieta.
B-glucanos Glucanases Reducéo da viscosidade da dieta, menor
9 umidade fecal.

Celulose Celulases Deg‘radagao da celulose e liberagéo de
nutrientes.

Amido Amilases SuplemenEagao _das_epmmas end(_)genas.
Degradacao mais eficiente do amido.

Acido Eitico Fitases Melhora a utilizagdo do foésforo dos

vegetais. Remocdao do acido fitico.
Fonte: adaptado de CHOCT; KOCHER, 1997.

Técnicas de biotecnologia moderna possibilitam hoje em dia a produgcdo de
enzimas especificas para certas areas da nutricao animal. No final da década de 1980 a

producdo de enzimas atingiu escala comercial. Uma grande variedade de fungos,



bactérias e leveduras podem produzir enzimas, por meio de técnicas de recombinacao
génica e mutacdes (CAMPESTRINI et al., 2005).

Xilanases sdo glicosidases responsaveis principalmente pela hidrélise das
ligacdes B-1,4 presentes na xilana vegetal (componentes da hemicelulose). Tendo em
vista que as hemiceluloses séo constituidas de varios polimeros (principalmente xilana),
formados por diferentes residuos de agucares, a sua degradacado completa necessita da
acdo cooperativa de um complexo de enzimas microbiais especificas. A enzima
principal na despolimerizacdo da xilana é a endo [(-1,4 xilanase (COUGHLAN;
HAZLEWOOD, 1993). A produgéo comercial das xilanases se concentra principalmente
nos fungos Trichoderma sp. e Aspergillus sp. Existem novas cepas produtoras de
xilanases com maior rendimento e elevada estabilidade em condi¢cdes extremas de
temperatura e pH (KULKARNI et al., 1999).

Glucanases sao enzimas que hidrolisam os PNA’s em polimeros menores, o0 que
aumenta a digestibilidade e remove a propriedade de tornar a dieta viscosa (CHOCT;
KOCHER, 1997). Elas atuam hidrolisando as [(-glucanas, permitindo a acdo das
enzimas enddgenas e a fermentacdo dos carboidratos pela microbiota (COSSON et al.,
1999). Segundo YIN et al., (2001), comercialmente as preparacdes de glucanases sao
obtidas de culturas de microrganismos geneticamente modificados, incluindo
Aspergillus sp., Bacillus sp. e Tricoderma sp.

As celulases sao enzimas que possuem capacidade de hidrolisar as ligacOes
glicosidicas de microfibrilas da celulose, resultando na liberacdo de dissacarideos,
celobiose e glicose (DILLON, 2004; CAMPESTRINI et al., 2005).

Amilases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de ligacdes a-1-4 glicosidicas de
polissacarideos, como glicogénio, amido ou seus produtos de degradacdo. Atuam
liberando diversos produtos, incluindo dextrinas e progressivamente peguenos
polimeros compostos de unidades de glicose. GUPTA et al. (2003) conceituaram que as
amilases séo divididas em duas categorias: endoamilases e exoamilases. As
endoamilases catalisam as hidrélises de forma aleatéria no interior da molécula de
amido. Esta acdo causa formacéo de ramos lineares de oligossacarideos com cadeias

de véarios comprimentos. As exoamilases hidrolisam a partir das extremidades néo-



redutoras da cadeia resultando em produtos finais pequenos. Comercialmente a
producao de amilases é feita por diversos fungos e bactérias. Recentemente amilases
bacterianas tém sido produzidas por microrganismos geneticamente modificados (varios
tipos de Bacillus). Na producdo de amilases fungicas, as culturas mais utilizadas séo
fungos dos géneros Trichoderma e Aspergillus awamori (BURHAN et al., 2003). Como
regra geral, amilases bacterianas sdo mais estaveis em relacdo a temperatura do que
amilases provenientes de culturas de fungos. NIGAM; SINGH (1995) apresentam um

esquema para identificar e classificar as amilases (Figura 1).

Figura 1. Classificag&do das enzimas amilases. Fonte: NIGAM; SINGH (1995)

Fitases sdo enzimas que catalizam rea¢des de hidrélise que prendem o fosfato a
molécula de mio-inositol, resultando na hidrolise da molécula de &cido fitico
aumentando a disponibilidade do fosforo (SELLE; RAVINDRAN, 2007). O Fitato é a
forma de fésforo predominante em graos cereais, legumes e sementes oleaginosas
(PANDEY et al., 2001). As fitases produzidas para uso como aditivos na alimentacao
animal sdo oriundas de culturas de diversas espécies de fungos (Aspergillus.), bactérias
(Mucor) e leveduras (Saccharomyces cerevisae). A maioria das fitases de origem
bacteriana apresentam hidrélise na posicdo do carbono 6 da molécula de fitato

(hexafosfato de mio-inositol), dai serem denominadas de 6-fitase. Algumas fitases



fungicas sdo denominadas 3-fitases pela especificidade em iniciar a hidrélise na
posicdo 3 (KONIETZNY; GREINER, 2002).

As enzimas que tém mostrado melhores beneficios para animais ndo-ruminantes
sdo as xilanases, para dietas a base de trigo, triticale e arroz e as B-glucanases ou
celulases para dietas a base de cevada e aveia (MARQUARDT et al., 1996; SILVA;
SMITHARD, 2002). E interessante que xilanases e B-glucanases tém se mostrado
eficientes em melhorar o desempenho de aves alimentadas com dietas contendo trigo e
cevada, que promovem o0 aumento da viscosidade, ou mesmo milho e farelo de soja,
considerados graos que ndo promovem aumento de viscosidade (MATHLOUTHI et al.,
2003ab).

RAVINDRAN et al. (1999) relatam que os efeitos benéficos das xilanases na
utilizacdo de nutrientes estéo relacionados a dois fatores: redugédo da viscosidade da
digesta, resultando em aumento da despolarizacédo de arabinoxalanos em componentes
de menor peso molecular; liberagdo dos nutrientes encapsulados nas estruturas da
parede celular, favorecendo o contato dos nutrientes com as enzimas enddgenas.
MATHLOUTH et al. (2002) avaliaram o efeito da adicdo de xilanase e B-glucanase na
digestibilidade dos nutrientes, desempenho e condi¢des fisico quimicas do intestino e
microbiota cecal de frangos de corte alimentados com dietas a base de trigo e cevada.
Verificaram aumento da digestibilidade dos nutrientes e da energia metabolizavel
aparente da racdo. Trabalhando com dietas a base de farinha de trigo e trigo integral,
WU; RAVINDRAN (2004) encontraram beneficios da suplementacdo com xilanase na
conversao alimentar dos frangos, sendo esta melhorada em 2,5% em relagcédo a dieta
sem suplementacéao. .

CHOCT et al. (2004) reportaram diferencas na capacidade de reducdo da
umidade da excreta entre diferentes tipos de xilanases adicionadas em dietas de
frangos a base de trigo, sendo denominadas xilanases A, B e C, com afinidade por
PNAs solluveis e insoluveis. A xilanase A foi melhor, reduzindo de 77% para 73% a
umidade das excretas. No entanto, COWIESON (2005) cita que o uso de xilanase,
isoladamente, sem emprego de outras enzimas exdégenas como proteases, amilases e

fitases ndo produz resposta semelhante as obtidas com a combinacdo das enzimas.



Tém se verificado que a combinacdo de mais de uma enzima tem potencializado os
efeitos benéficos sobre a digestibilidade das dietas (ARAUJO et al., 2008). Estudos
sobre complexos multienzimaticos em alimentos com farelo de soja demonstraram
melhor coeficiente de digestibilidade da proteina bruta, energia bruta e matéria organica
em suinos (PLUSKE; LIDERMANN, 1998; NERY et al., 2000). Em dietas para suinos
aumentos de até 7% na digestibilidade de aminoacidos foram verificados com o uso de
suplementacdo de mais de um tipo de enzimas (COSTA et al, 2010f).
Independentemente de como e quais foram os processamentos do farelo de soja
anterior a formulacéo, estudos demonstraram resultados zootécnicos positivos e melhor
digestibilidade da PB, aminoacidos e energia metabolizavel (EM) em dietas para pintos
de corte suplementadas com complexo multienzimatico (GARCIA et al., 2000; BRITO et
al., 2006).

Hemicelulose é um polissacarideo, que junto com a celulose, pectina e
glicoproteinas, formam a parede das células vegetais. A hemicelulose refere-se a uma
mistura de polimeros de hexoses, pentoses e acidos urbnicos, que podem ser lineares
ou ramificados (ASPINALL, 1988). As hemiceluloses séo divididas em pentosanas e
hexosanas. As pentosanas por hidrélise produzem pentoses (xilose e arabinose).
Alimentos como casca do grédo de soja e farelo de trigo possuem teores de
hemicelulose de 26,18% e 34,47%, respectivamente (ZAMBOM, 2002).

As pentosanas presentes no trigo, representadas principalmente pelas
arabinoxilanas, polimeros lineares, sdo constituidas de moléculas de D-xilose em
ligacbes [(-1,4, com substituicdo da arabinose ao longo da cadeia. Com a arabinose
ausente, o polimero de xilose reage com outras moléculas e precipita. A presenca da
arabinose torna esse polimero soluvel, entretanto permite a producdo de polimeros
longos, que quando em solucdo se entrelacam trazendo aos ndo ruminantes um
aumento da viscosidade da dieta (BEDFORD, 1995). Os principais monossacarideos
encontrados em polissacarideos ndo amilaceos do trigo, como xilose e arabinose, nédo
sao hidrolisados e absorvidos, causando um efeito negativo (laxativo) quando em
excesso (CLASSEN, 1996).
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Especula-se que a xilose e a arabinose possa ter acdo prebidtica (CUMMINGS,
et al., 2004). Segundo GIBSON; ROBERTFROID (1995) prebidticos sdao compostos
capazes de resistir aos processos de digestdo e absorcdo, ser fermentadas pelas
bactérias col6nicas e estimular o crescimento e a atividade de bactérias benéficas do
trato gastrointestinal. Os prebioticos mais importantes séo polimeros de hexoses como
glicose, frutose, galactose e manose e 0s polimeros de pentoses como ribose, xylose e
arabinose (IMMERSEEL et al., 2002), sendo que frutose e manose sao componentes
dos dois mais importantes grupos de prebidticos utilizados atualmente:
frutoligossacarideos (FOS) e mananoligossacarideos (MOS), respectivamente.

A principal forma de acdo dos prebidticos é sobre a modulagdo benéfica da
microbiota nativa presente no hospedeiro. Os efeitos resultantes do uso de prebioticos
sdo evidenciados pelo crescimento das populagdes microbianas benéficas, pela
melhora nas condi¢des luminais, aumentando seu valor osmético, nas caracteristicas
anatdmicas do trato gastrintestinal, promovendo o aumento da superficie de absorgéo
da mucosa intestinal e no sistema imune (IMMERSEEL et al., 2002; SILVA ;
NORNBERG, 2003).

O fosforo dos vegetais ndo pode ser aproveitado eficientemente pelos animais
monogastricos, pois eles ndo sintetizam a enzima fitase, enzima capaz de catabolizar o
fitato disponibilizando o fésforo e outros minerais para o metabolismo. Na meta-analise
publicada por LEHNEN et al., (2007) verificou-se que 60% das dietas com trigo que
continham fitase para suinos apresentaram melhor digestibilidade ileal aparente do que
as outras dietas com trigo e sem fitase.

Outro aspecto interessante na disponibilidade de fosforo dos vegetais é que o
processo de extrusdo contribui para liberacdo do fosforo preso na molécula de fitato,
ANDERSSON et al., (1981) encontraram reducdo de 13-35% no conteudo de fitato,
apos a extrusdo de uma mistura de gluten, amido e farelo de trigo. No entanto, quando
um alimento € submetido ao processo de extrusado, a degradacédo do fitato ndo é alta (<
35%), pois o alimento € submetido a altas temperaturas e umidade por curto espaco de
tempo. Em muitos casos a reducdo do fitato ndo é completa (SATHE; REDDY, 2002),

sendo necessdéria a suplementacao enzimatica com fitase.
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Enzimas sdo moléculas protéicas ativas que atuam em sistemas biologicos por
meio de duas caracteristicas marcantes: atividade catalitica e especificidade. Elas
interagem com um ou poucos sitios de ligacdo, que correspondem aos substratos
especificos (XAVIER et al., 2005). Todas as enzimas, tanto as endoégenas (animal)
como as exodgenas (suplementacdo), sendo proteinas estdo sujeitas a dois tipos de
fatores que influenciam sua atividade catalitica. Primeiro s&o fatores intrinsecos ao
organismo animal como pH e tempo de transito no sistema digestério, grau de
hidratacéo e temperatura do corpo do animal, concentracédo do substrato em razéo da
velocidade de hidrélise enziméatica, susceptibilidade das enzimas exdgenas as enzimas
endégenas e atividade/concentracdo de enzimas endogenas (ACAMOVIC;
MCCLEARY, 1996). Por segundo séo fatores do ambiente externo e ao pré-tratamento
ou processamento dos ingredientes como variacdo de pH, calor, umidade, pressao e
solventes organicos (PENZ Jr., 1998). E, assim, importante certificar-se das condicdes
de suplementacdo e aplicagdo dos complexos multienziméticos nos alimentos, em
especial para caes, cujas dietas sofrem processamento bastante intenso durante a
extrusdo e a secagem das mesmas.

Mesmo o processo de peletizacdo, que trabalha em condi¢cdes de umidade e
temperatura muito inferiores aos verificados durante a extrusdo, pode reduzir
significativamente a atividade catalitica de enzimas exdgenas. Segundo SPRING et al.
(1996), o aumento gradual da temperatura durante a peletizacéo resultou em inativacao
enzimatica. SAMARASINGHE et al. (2000) afirmaram que a viscosidade oriunda da
gelatinizacdo do amido durante o processo de peletizagéo foi responsavel por propiciar
um ambiente Umido e de calor excessivo, que resultou em desestabilizacdo das
enzimas.

Na extrusdo, processo envolvido na fabricacdo de alimentos para cées, o0s
materiais umidos, amilaceos e protéicos sao cozidos, expandidos pela gelatinizacdo do
amido e plasticizados por calor, pressao e cisalhamento mecanico em um curto espago
de tempo (HAUCK et al., 1994). Este processamento pode ser bastante agressivo para
as enzimas, devendo-se avaliar seu impacto sobre a retencdo da atividade destas

proteinas.
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A utilizacdo de enzimas em alimentos para cées, se positiva possibilitard maior
emprego de ingredientes que ndo competem com a alimentacdo do homem. O farelo de
trigo ja é largamente empregado em racfes para cdes, mas sua inclusdo ndo pode ser
elevada pelos riscos de reducéo da digestibilidade e piora da qualidade das fezes dos
animais. Desta forma, a associagcdo de misturas multienziméticas ao farelo de trigo tem
o0 potencial de propiciar maiores inclusdes do ingrediente, reduzindo o custo de

formulacdo sem prejuizo a digestibilidade dos nutrientes e qualidade das fezes.
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3. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da adicdo de diferentes misturas de enzimas, incluindo
glucanase, xilanase, celulase, glicoamilase, fitase e a-amilase em dietas extrusadas
para caes contendo farelo de trigo, sobre o processamento das racdes, digestibilidade
dos nutrientes e concentragdo de produtos finais de fermentacdo nas fezes dos

animais.



14

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local

O experimento foi conduzido na Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias
da UNESP, campus de Jaboticabal no Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria
no Laboratério de Pesquisa em Nutricdo e Doengas Nutricionais de Caes e Gatos “Prof.
Dr. Flavio Prada”. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de
Etica e Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista, campus de Jaboticabal, em comum acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacédo Animal (COBEA), conforme demonstrado no Apéndice |I.

4.2. Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 30 caes Beagle adultos, machos e fémeas, néo castrados, com
idade média de 7 + 1,21 anos e peso corporal médio de 10,97 £ 2,17 kg, considerados
higidos ap6s avaliacdo clinica, hematoldgica e coproparasitologica. O experimento
seguiu delineamento em blocos casualizados, com cinco tratamentos (racdes), dois
blocos de 15 animais e trés repeticbes por tratamento em cada bloco, totalizando seis
repeticoes por tratamento.

Durante todo o periodo, os animais permaneceram em gaiolas metabdlicas
individuais em inox, com dimensfes de 90 x 90 x 100 cm, com aparato para coleta
separada de fezes e urina (Figuras 2 e 3). A quantidade de racdo administrada foi
calculada de acordo com o valor energético da racdo e a necessidade energética do
animal (NRC, 2006). A quantidade total diaria foi dividida em duas refei¢cdes iguais,
oferecidas as 8h 30min e 17h 30min. Agua foi oferecida a vontade. O consumo de
alimento foi mensurado e registrado durante todo o periodo experimental.

Foram avaliados a digestibilidade aparente dos nutrientes, escore fecal,
producdo de fezes, pH fecal, acidos graxos de cadeia curta (acético, propidnico e

butirico), &cido latico e amdnia nas fezes. Para tanto, foi realizada uma adaptacao a
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dieta do 1° ao 5° dia; coleta total de fezes e urina nas gaiolas metabdlicas para o ensaio
de digestibilidade do 6° ao 10° dia; coleta de fezes frescas para analise de pH e

concentracao de acidos graxos de cadeia curta, acido latico e aménia do 11° ao 13° dia.

4

Figura 2. Gaiola metabdlica para Figura 3. Gaiolas metabdlicas, para caes.

cées, (seta branca) aparato de coleta de
fezes, (seta preta) aparato de coleta de
urina.

4.3. Tratamentos experimentais, formulacao e fabricacéo das dietas
Foram formuladas duas dietas experimentais isonutrientes, de modo que suas
composicdes nutricionais atendessem as recomendacfes nutricionais para manutencao
de cées adultos da AAFCO (2009). A primeira, restrita em PNA's, continha apenas
milho e quirera de arroz como fonte de amido e fibra de cana-de-acucar como fonte de
fibra, sem farelo de trigo nem adicdo de enzimas, sendo denominada racdo controle
negativo (CN). A dieta teste foi formulada com uma mescla de milho, quirera de arroz e
25% de farelo de trigo. Esta segunda formulacéo foi desdobrada em quatro tratamentos:
- controle positivo (CP): sem adicdo de enzimas;
- enzima 1 (ENZ1): adicdo antes da extrusdo por kilograma de racéo de 4,5 U B-

glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase; 1.910 U fitase;
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- enzima 2 (ENZ2): adicédo antes da extrusdo por kilograma de ragéo de 4,5 U 3-
glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase; 1.910 U fitase; 9.000 U
a-amilase);

- enzima 2 pos extrusdo (ENZ2Pex): adicdo por cobertura ap0s a extrusdo por
kilograma de racdo de 4,5 U B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U
glicoamilase; 1.910 U fitase; 9.000 U a-amilase.

Os tratamentos ENZ1 e ENZ2 foram planejados para testar a hipotese de que a
umidade e temperatura do pré condicionador da extrusora propiciassem ambiente a
atividade das enzimas, resultando sua atividade catalitica na degradacdo dos PNA's,
liberacdo de acucares redutores e reducdo destes fatores antinutricionais do farelo de
trigo, sendo estas posteriormente inativadas em sua passagem pela extrusora. O
tratamento ENZ2Pex foi planejado para avaliar o efeito da ingestdo destas enzimas e
seu efeito catalitico no tubo digestivo dos caes.

A composigéo quimica do farelo de trigo empregado no estudo encontra-se na
Tabela 2. A formula das dietas experimentais encontra-se na Tabela 3 e composicao
guimica analisada das dietas na Tabela 4. Para fabricacdo das racdes os ingredientes
foram moidos em moinho com peneira de 1 mm e as ragcfes extrusadas em extrusora
Tipo MAB 400S (Figura 4), na Fébrica de Rac¢des do Departamento de Zootecnia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, campus de Jaboticabal. O processo de
producéo foi controlado com ajustes na densidade dos kibbles a cada 20 minutos. O
pré-condicionador foi mantido & temperatura de 90°C. Agua, vapor, velocidade da rosca
e o fluxo de racao foram ajustados de acordo com a dieta. A temperatura no interior do
canhdo da extrusora foi mantida entre 120°C e 135°C. Todos os ingredientes
empregados na producdo das dietas experimentais foram obtidos a partir de um Unico

lote, de modo a ndo permitir variabilidade nas racoes.



Figura 4. Extrusora Tipo MAB 400S.

Tabela 2. Composicao quimica do farelo de trigo empregado no experimento.

Valores sobre a matéria original.

ITEM FARELO DE TRIGO (FT)
Matéria seca (%) 88,46
Matéria organica (%) 84,1
Proteina bruta (%) 18,66
Extrato etéreo hidrélise acida (%) 3,58
Matéria mineral (%) 4,35
Fibra Bruta (%) 8,19
Fibra dietética total (%) 33,16
Fibra insoltvel (%) 31,98
Fibra solavel (%) 1,19
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Tabela 3. Formulacéo das ragfes utilizadas no experimento.

DIETAS
INGREDIENTES (%) CN CP ENZ1 ENZ2 ENZ2Pex
Milho gréo 37,64 20,39 20,39 20,39 20,39
Farinha de Visceras de frango 28,39 23,66 23,66 23,66 23,66
Quirera de arroz 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Farelo de trigo - 25,00 25,00 25,00 25,00
Fibra de cana de acucar 3,94 - - - -
Gordura de aves 5,38 5,78 5,78 5,78 5,78
Palatabilizante liquido 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Cloreto potassio 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Sal comum 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Suplemento min/vit ! 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Cloreto colina 60% 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Antiftingico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Antioxidante® 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Lisina 0,04 0,09 0,09 0,09 0,09
Calcario 0,07 0,54 0,54 0,54 0,54
Amido 1,00 1,00 - - -
Mistura enzimatica - - 1,00 1,00 1,00
TOTAL % 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

CN - controle negativo; CP — controle positivo; ENZ1 — mistura de enzimas 1, adicionada
antes da extruséo por Kg de racao (4,5 U B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U
glicoamilase; 1.910 U fitase); ENZ 2 — mistura de enzimas 2, adicionada antes da extrusao
por Kg de ragéo (4,5 U B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase;
1.910 U fitase; 9000 U/kg a-amilase); ENZ2Pex — mistura de enzimas 2 adicionado por
cobertura, apos a extruséo, por Kg de racao.

! . Adicdo por quilograma de produto: Ferro 100 mg, Cobre 9,25 mg, Manganés 6,25 mg,
Zinco 150 mg, lodo 1,87 mg, Selénio 0,13 mg, Vit. A 18750 Ul, Vit. D 1500 UI, Vit. C 125 mg,
Vit. K 0,15 mg, Tiamina 5 mg, Riboflavina 16 mg, Acido pantoténico 35,75 mg, Niacina 62,5
mg, Piroxidina 7,5 mg, Cobalamina 45 mcg, Acido félico 0,75 mg.

. Mold Zap Aquativa, Alltech Brasil Agroindustrial Ltda: propionato de aménio, propanodiol,
4cido propidnico, &cido acético, acido latico, acido ascorbico, acido férmico, sorbato de
potassio, veiculo g.s.p.

%. Banox, Alltech Brasil Agroindustrial Ltda: BHA, BHT, galato de propila e carbonato de calcio

18
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Tabela 4. Composicdo quimica analisada’ das dietas experimentais. Valores sobre a
matéria seca.

DIETAS

ITEM CN CP ENZ1 ENZz2 ENZ2Pex
Matéria Seca (%) 93,16 93,17 93,74 93,92 93,14
Matéria Mineral (%) 8,05 8,65 8,28 8,34 8,42
Matéria Organica (%) 91,95 91,35 91,72 91,66 91,58
Proteina Bruta (%) 26,51 26,06 26,08 26,09 26,26
Extrato Etéreo Hidrdlise Acida (%) 11,58 11,29 11,18 11,11 11,10
Fibra dietética total (%) 11,31 14,72 14,11 14,36 14,79
Fibra bruta 3,59 3,56 3,59 3,99 3,61
Amido (%) 41,13 39,31 40,93 40,60 39,00
Energia bruta (kcal/g) 4,75 472 4,65 477 472
Densidade (g/L) 340 330 350 340 340
indice de gelatinizagéo do amido (%) 97,56 96,13 92,83 99,57 89,75

CN — controle negativo; CP — controle positivo; ENZ1 — mistura de enzimas 1, adicionada antes da
extrusdo por Kg de ragdo (4,5 U B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase;
1.910 U fitase); ENZ 2 — mistura de enzimas 2, adicionada antes da extruséo por Kg de ragéo (4,5 U
B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase; 1.910 U fitase; 9000 U/kg a-
amilase); ENZ2Pex — mistura de enzimas 2 adicionado por cobertura, apés a extruséo, por Kg de
racao.

! . analisadas em duplicada (CV<5%)

4.4. Atividade enzimatica e andlises de acUcares redutores nas dietas

Foram analisados os teores de acucares redutores das racOes, a fim de se
verificar a presenga e intensidade da atividade enzimatica da mistura de enzimas
adicionada. Os acucares redutores foram determinados pelo método de SOMOGY-
NELSON (NELSON, 1944), em diferentes momentos durante a producédo das racoes:

na mistura farelada; logo apés o pré condicionamento da extrusora; na saida da
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extrusora; logo apos a passagem pelo secador. Nos tratamentos CP, ENZ2 e ENZ2Pex
foram determinados também a presenca e atividade das enzimas xilanase e celulase
pelo método de BAILEY et al. (1992) e a atividade da fitase pelo método de
STOCKMANN et al. (2003). Essas andlises foram realizadas no Laboratério de
Bioguimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP —

Campinas.

4.5. Digestibilidade aparente dos nutrientes, producédo e qualidade das
fezes

Os coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes foram determinados
pelo método de coleta total de fezes e urina, segundo recomendacbes da AAFCO
(2009). O consumo alimentar foi registrado diariamente, pesando-se as quantidades
oferecidas de alimento a cada refeicdo. Apds periodo de adaptacédo de cinco dias, fezes
e urina foram recolhidas integralmente por cinco dias consecutivos. As fezes eram
recolhidas sempre que presentes ou no minimo duas vezes ao dia, entre 8h00 as
20h00, pesadas e acondicionadas em sacos plasticos individuais, previamente
identificados, fechados e armazenados em freezer (-15°C). A urina foi recolhida duas
vezes por dia em recipientes plasticos contendo 1 mL de acido sulfarico 1 Eg/L, para
evitar perdas de nitrogénio e proliferacdo de bactérias. Assim que recolhida mensurava-
se seu volume em proveta e a urina era armazenada em freezer (-15°C).

Ao final do periodo de coleta, fezes e urina foram descongeladas e
homogeneizadas compondo-se uma amostra UGnica por animal e periodo.
Posteriormente, cada amostra de fezes (total produzido) e de urina (cerca de 100mL)
foram colocadas em estufa de ventilagdo forcada (320-SE, FANEM, Sdo Paulo) a 55°C,
por 72 horas, a fim de promover sua pré-secagem. Fezes, racdes e ingredientes foram
entdo moidos em moinho tipo faca (MOD 340, ART LAB, S&do Paulo), com peneira de
1mm, para proceder-se as analises laboratoriais.

Nas racOes e fezes foram determinados, segundo a metodologia descrita pela
AOAC (1995), os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), energia bruta (EB),
extrato etéreo hidrélise acida (EEHA). Fibra dietética total (FDT) foi determinada
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segundo PROSKY et al. (1992) e o teor de amido total segundo HENDRIX (1993). A EB
das racoes, fezes e urina foi determinada em bomba calorimétrica adiabética (1281,
PARR Instruments, EUA). Estas analises foram realizadas no Laboratério de Nutricdo
Animal (LANA) do Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da UNESP - Jaboticabal, em duplicata e repetidas quando variavam mais
de 5%.

Com base nos resultados laboratoriais obtidos, foram calculados os coeficientes
de digestibilidade aparente da matéria seca, matéria organica, matéria mineral, proteina
bruta, extrato etéreo hidrolise acida, fibra dietética total, amido e energia bruta. Estes

calculos foram realizados com a seguinte formula (POND et al.,1995):

Coeficiente de digestibilidade (%) = nutriente ingerido (g) — nutriente excretado (g) x 100

nutriente ingerido (g)

A matéria seca das fezes foi determinada pela seguinte férmula:

MS fecal = 12 MS x 22 MS , sendo:

100

12 MS = matéria seca a 55 °C das fezes in natura

22 MS = matéria seca a 105°C das fezes secas a 55°C.

A qualidade das fezes foi determinada por meio do escore fecal (Figura 5),
atribuindo-se notas de 0 a 5, sendo: 0 = fezes liquidas; 1 = fezes pastosas e sem forma;
2 = fezes macias, mal formadas e que assumem o formato do recipiente de colheita; 3=
fezes macias, formadas e Umidas, que marcam o piso; 4 = fezes bem formadas e
consistentes que ndo marcam o piso; 5 = fezes bem formadas, duras e secas. Fezes

adequadas estéo entre os valores 3 e 4.
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Escore 5 Escore 4 Escore 3

Fig
Escore 2 Escore 1 Escore O

Figura 5. llustracdo de Escore fecal.

4.6. Avaliacdo do pH e concentracdo de acidos graxos de cadeia curta,
acido latico e amodnia das fezes

O pH das fezes dos céaes foi determinado nos dias 11, 12 e 13. Para isto dois
gramas das fezes frescas foram diluidas (1:10 w/w) em agua milig e o pH medido com
pH-metro de precisao 0,01 pH (Digicrom Analitica Ltda, modelo DM20).

Para analise dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), foram coletadas nos
dias da avaliacdo de pH, 10 gramas de fezes frescas para cada defecacéo (coletadas
no maximo 10 minutos apds a evacuacao). As fezes foram homogeneizadas e
misturadas a cada coleta com 30 mililitros de acido férmico 4,2 N (1:3 w/v). Apos 48
horas, as amostras foram homogeneizadas e posteriormente centrifugadas a 4.500 G
durante 15 minutos a 15°C por trés vezes, aproveitando-se o sobrenadante e
desprezando-se o0 sedimento. ApOs a extracdo as amostras foram identificadas e
armazenadas em freezer (-15°C). A concentracdo de acidos graxos de cadeia curta
(acético, propidnico e butirico) foi determinada por cromatografia gasosa (Finnigan
9001) de acordo com ERWIN et al. (1961), sendo a coluna de vidro de 2 metros de
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comprimento, diametro de 1/8”, empacotada com 80/120 Carbopack B-DA/4%
Carbowax 20M. O cromatdgrafo foi calibrado por meio da injecdo de 1 yL de solucdo
padrdo misto e a curva pré-estabelecida no software BORWIN versao 1.21.60. Foi
utilizado nitrogénio como gas de arraste (vazdo de 25 mL/min.), oxigénio como gas
comburente (vazdo de 175 mL/min.) e hidrogénio como gas combustivel (vazéo de 15
mL/min.), com temperaturas de operacédo de 220°C no injetor, 210°C na coluna e 250°C
no detector de ioniza¢do de chama.

Para a determinacdo de acido latico foram empregos cerca de trés gramas de
fezes colhidas como descrito para AGCC. Estas foram rapidamente homogeneizadas e
misturadas a 9 mL de agua destilada. Esta mistura foi mantida sob refrigeracdo por um
dia, sendo, entdo, centrifugada por trés vezes a 4.500 G a 15°C, por 15 minutos.
Aproveitou-se o sobrenadante e foi desprezado o sedimento. A andlise foi realizada no
Laboratério de Bromatologia do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP — Pirassununga, de acordo com
PRYCE (1969) pelo método espectrofotométrico com leitura a 565 nm (500 a 570nm).
Foi utilizado branco reagente para calibrar o espectrofotdmetro (QUICK - Lab marca
DRAKE). As amostras foram quantificadas comparando-as com padrédo de acido latico a
0,08%.

Para medir a concentracédo de NH3 fecal foi adaptada da metodologia de VIEIRA
(1980). Foram utilizados os extratos preparados para dosagem de AGCC. Os extratos
foram descongelados a temperatura ambiente e em seguida tomou-se aliquotas de 2mL
que foram diluidas em 13mL de &gua destilada (2:13 v/v) e submetidas a destilacdo em
um destilador de nitrogénio (Tecnal TE - 036/1, Piracicaba, Brasil). A destilacdo foi
realizada com 5mL de solugéo 0,2N de hidroxido de potassio e o nitrogénio recebido em
um erlenmeyer que continha 10 mL de solucao receptora (acido borico a 0,97 N). Ao
atingir-se 50 mL de solucdo receptora mais material destilado interrompeu-se a

destilacdo. Em seguida foi realizada a titulagdo com &cido cloridrico 0,005N.
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4.7. Analise Estatistica

O experimento seguiu delineamento em blocos casualizados. Os dados obtidos
foram avaliados pela funcdo GLM do programa estatistico SAS (2004). Procedendo-se
previamente a analise de homoscedasticidade das variancias. O modelo empregado
considerou os efeitos de bloco, tratamento e animal. Quando diferencas estatisticas
foram obtidas na andlise de variancia, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey. Foram realizados, adicionalmente, contrastes ortogonais predeterminados,
sendo um entre os tratamentos com farelo de trigo (CP, ENZ1, ENZ2 e ENZ2Pex)
versus sem farelo de trigo (CN) e outro entre a racdo com farelo de trigo sem enzimas
(CP) versus as ragbes com farelo de trigo e enzimas (ENZ1, ENZ2 e ENZ2Pex).
Considerou-se significativo valor de p< 0,05%. Os resultados foram apresentados como

média * erro padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Fabricacdo das dietas experimentais

Seguiu-se uma sequéncia previamente estabelecida na fabricagdo das racdes
para se evitar contaminacdes de enzimas entre tratamentos. No primeiro dia extrusou-
se as racoes CN, CP e ENZ1. No segundo dia as ragdes ENZ2Pex e ENZ2. Na Tabela
5 estdo descritos os parametros do processo de extrusdo das dietas experimentais.

Fotos das racdes encontram-se na Figura 6.

Figura 6: CN — controle negativo; CP — controle positivo; ENZ1 — mistura de enzimas 1, adicionada
antes da extrusdo por Kg de ragédo (4,5 U B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U
glicoamilase; 1.910 U fitase); ENZ 2 — mistura de enzimas 2, adicionada antes da extrusao por Kg de
racdo (4,5 U B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase; 1.910 U fitase; 9000
U/kg a-amilase); ENZ2Pex — mistura de enzimas 2 adicionado por cobertura, apés a extrusao, por
Kg de racéo.



Tabela 5. Parametros do processo
diferentes misturas de enzimas.
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de extrusdo das dietas experimentais com adicdo de

DIETAS

PARAMETROS DE PRODUCAO CN CP ENZ1 ENZ2 ENZ2Pex
Velocidade da faca de corte (Hz) 64,9 68,7 62,13 115 102
Alimentacao (Hz) 22,3 24,6 25,26 51,8 48,4
Velocidade da rosca (Hz) 51,7 51,8 52,89 57,14 57
Tempo retencdo condicionador (seg) 30 27 21,3 17,5 18,33
Amperagem (A) 14 16 16 20 19
Temperatura condicionador (°C) 79 79,6 80 77 76
Umidade saida condicionador (%) 36,32 35,37 37,21 35,73 28,72
Tempo retencgéo total (s) 49,26 46,83 49,8 40,1 30,33
Densidade (g/L) 340 330 350 340 340
indice de gelatinizac&o do amido (%) 97,56 96,13 92,83 99,57 89,75
Producéo (kg/h) 93 99 95 188 139
Producdo matéria seca (kg MS/h) 67,51 72,04 71,82 139,95 97,48
Relacdo producdo MS/amperagem 4,82 4,50 4,48 6,99 5,13
Consumo de energia (KW/h) 4,054 4,633 4,633 5,791 5,502
Produtividade (kg MS/kW/h) 67,51 72,04 71,82 139,95 97,48
etttk S RUREE R £ N K
Temperatura na extruséo (°C) >120 >120 >120 >120 >120
Umidade na saida da extrusora (%) 27,41 26,78 31,69 25,62 29,53

CN — controle negativo; CP — controle positivo; ENZ1 — mistura de enzimas 1, adicionada antes da

extrusé@o por Kg de racéo (4,5 U B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase; 1.910

U fitase); ENZ 2 — mistura de enzimas 2, adicionada antes da extrusdo por Kg de ragdo (4,5 U B-

glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase; 1.910 U fitase; 9000 U/kg a-amilase);

ENZ2Pex — mistura de enzimas 2 adicionado por cobertura, apds a extrusao, por Kg de ragéo.
L. calculado considerando R$0,188 por KW/h
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Durante a producéo dos tratamentos CN, CP e ENZ1 a alimentag&o da extrusora
foi mantida baixa (inferior a 25 Hz), inferior a capacidade do equipamento resultando em
baixa produtividade (menos de 100 kg/h). Durante a producdo dos tratamentos ENZ2 e
ENZ2Pex trabalhou-se no limite do equipamento, com alimentacdo superior a 48 Hz.
Isto reduziu o periodo de retengdo do produto no pré-condicionador e o periodo de
retencao total, mas néo elevou a densidade dos produtos, que permaneceu a mesma,
nem o grau de cozimento, que foi bastante elevado em todos os tratamentos (Tabela 4).
Nesta condicao de trabalho do equipamento, verificou-se que a adicdo das enzimas no
tratamento ENZ2 levou a aumento médio de 43% na produtividade de racdo, sobre a
matéria seca, quando comparado ao tratamento ENZ2Pex. O custo de energia elétrica
por 100 kg de MS de racdo também caiu no tratamento ENZ2, sendo 36% menor do
gue o do tratamento ENZ2Pex. Esta melhora de produtividade pode ser atribuida a
adicdo de amilases ao tratamento ENZ2. FROETSCHNER et al. (2006) também
demonstraram em ragdo extrusada para cdes que o0 uso de a-amilase reduziu o
consumo de energia entre 17,95% e 25,8%, dependendo do tipo de enzima. No
trabalho destes autores a produtividade de racdo, no entanto, apresentou apenas
pequena melhora, entre 1,28% e 0,72%, bem inferior ao verificado no presente estudo.
A comparacao direta entre os parametros produtivos obtidos no processamento dos
tratamentos CP, ENZ1 e ENZ2 deve ser feita com cautela, devido carga de alimentagéo
bastante diferente. No entanto, pode-se supor que a auséncia de efeito do tratamento
ENZ1 se deva ao fato deste ndo conter a-amilase.

Segundo GUPTA et al. (2003), a a-amilase € uma endoamilase que hidrolisa de
forma aleatoria no interior da molécula de amido. Esta acdo causa formacdo de ramos
lineares de oligossacarideos de cadeias de varios comprimentos. As exoamilases
(glicoamilase) hidrolisam a molécula a partir das extremidades nédo-redutoras da cadeia
resultando em produtos finais pequenos. A adicdo de a-amilase e a presenca da
glicoamilase no tratamento ENZ2 provavelmente promoveu hidrélise e quebra das
cadeias polissacaridicas da amilose e amilopectina, 0 que reduziu a viscosidade e
aumentou a fluidez da massa no canhdo da extrusora, explicando o aumento de

produtividade e a economia de energia elétrica. A economia de energia elétrica se fez,
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provavelmente, ndo sO pelo maior fluxo de matéria seca por unidade de tempo na
extrusora, mas pela diminuicdo da forca mecéanica necessaria a propulsdo da massa de

menor viscosidade.

5.2. Atividade enzimatica e acUcares redutores nas dietas
Na tabela 6 estdo apresentados os resultados da atividade enzimatica e aclcares

redutores nas racdes, nos diferentes momentos de amostragem durante o processamento.

Tabela 6. Atividade enzimatica e teores de aguUcares redutores das dietas experimentais, em
diferentes etapas do processo produtivo.

Pontos de amostragem DIETAS
CN CP ENZ1 ENZ2 ENZ2Pex
Xilanase (U/kg)
Mistura na' 2.120 na 2.710 na
Pré-condicionador na 53 na 230 na
Extrusora na 1.020 na 760 na
Secador na 250 na 770 8.170
Celulase (U/kg)
Mistura na 1.450 na 1.360 na
Pré-condicionador na 505 na 470 na
Extrusora na 800 na 370 na
Secador na 200 na 100 7.570
Fitase (U/kg)
Mistura Na 74.240 na 101.140 na
Pré-condicionador Na 1.460 na 570 na
Extrusora Na 340 na 280 na
Secador Na 1.290 na 930 2.060
Acucares redutores (g glicose/100 g amostra)

Mistura 0,070 0,260 0,201 0,447 na
Pré-condicionador 0,072 0,121 0,126 0,093 na
Extrusora 0,039 0,047 0,043 0,054 na
Secador 0,052 0,068 0,062 0,078 2,36

CN - controle negativo; CP — controle positivo; ENZ1 — mistura de enzimas 1, adicionada antes da
extrusdo por Kg de racéo (4,5 U B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase;
1.910 U fitase); ENZ 2 — mistura de enzimas 2, adicionada antes da extrusédo por Kg de racao (4,5
U B-glucanase; 16 U xilanase; 1,5 U celulase; 198.4 U glicoamilase; 1.910 U fitase; 9000 U/kg a-
amilase); ENZ2Pex — mistura de enzimas 2 adicionado por cobertura, apés a extrusao, por Kg de

racdo.’- amostra ndo analisada.
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O resultado de atividade residual demonstrou baixa atividade enzimética, com
valores semelhantes em ENZ2 ao controle positivo. Duas explicacdes podem ser
dadas, ou as enzimas ndo estavam no preparado adicionado nas concentracdes
pretendidas ou houve erro laboratorial em sua quantificacdo. Fitase foi a Unica presente
em quantidades expressivas nos tratamentos onde foi dosada, o CP e 0 ENZ2, com
valores 27% maiores para o tratamento ENZ2. Esta enzima foi em grande parte
inativada no pré-condicionador, com atividade residual inferior a 2% da inicial. Desta
forma, a combinacido de umidade (ao redor de 35%) e temperatura (acima de 77°C) a
que foi submetido o alimento durante os 17 a 27 segundos que permaneceu no
condicionador praticamente inativaram toda a atividade da fitase.

Os valores de acucares redutores foram muito baixos, ndo indicando a presenca
nem mesmo a liberac@o destes pelas enzimas. Ao contrério, os agUcares redutores
diminuiram apds o pré-condicionador e principalmente ap6s a extrusdo. Segundo
HUBER (1991) explicagbes para este fato se apoiam na possibilidade de ter ocorrido
reacoes de complexacdo entre os acUcares redutores e aminoacidos, proteinas e
lipides do alimento. Estas reacdes séo aceleradas pela temperatura e pressao durante
a extrusdo, formando complexos que ndo sdo detectados pelo método de acUcares
redutores. Estes complexos lipo-carboidrato e amino-carboidratos representam as
reacoes de caramelizacdo. Elas reduzem a digestibilidade dos nutrientes, mas podem
ocasionar aumento de sabor e odor. De qualquer modo, as possibilidades destas
complexacfes tornam a dosagem de acucares redutores um método inadequado para
se estudar o efeito hidrolitico das enzimas exdgenas sobre seus substratos durante o
processo de extrusdo. Sugere-se, com isto, que outros métodos devam ser explorados
para se verificar a acdo das enzimas, talvez a propria dosagem dos complexos lipo-
carboidrato e amino-carboidratos.

5.3. Digestibilidade aparente dos nutrientes
Os resultados de ingestdo de nutrientes e coeficientes de digestibilidade

aparente estdo apresentados na Tabela 7.



"(50°0<d) Aoyn ap 81581 0jad Is a.ud wiasayp oeu srenbi sens| ap sepinfas seyul| Seu SeIpa - qe

"(X0d2ZZN3 +2ZN3+TZN3) ZNI SnsIen 40 —

"(X8d2ZN3 + 2ZN3 +TZN3 + dO) 14 SNSIBAND —,

"e1aIp Jod srewiue 9=u ‘e|paw ep oeiped ol -

‘ogdel

op By Jod ‘oesniixe e sode ‘ein1iaqod Jod opeuoidipe g SeWIZUs ap eINSIW — xadzZN3 (asejiure-p BY/N 0006 ‘9Selll N 0T6'T @se|lweodld N #'86T @sen@d N §'T
‘aseue|ix N 9T ‘aseuean|B-g N G'y) oedel ap By Jod oesniixe ep sajue epeuodIpe ‘g SeWIZud ap einisiw — g ZN3 (8sel N 0T6'T ‘ose|iweodlf N #'86T :9se|ni@d N
G'T ‘aseur|ix N 9T ‘aseueon|B-g N G'y) oedes ap B Jod ogsnixa ep sajue epeuodIpe ‘T SeWIzud ap vinisiw — TZNJ ‘0AmSod 9]041u0d — 42 ‘oAnebau 9j0u0d — ND

_ 1000°'0> 1000'> 259 ,S98€ 1.8¢ 08.€ 098 LTIV (SW D/1e0)
12¥9'0 q q q q e alualede [pAezijogeIaW eIBIBUT
1821'0 1000'0> T000'0 L1'0 .88'T8 GT'T8 £T'18 8878  ,/G'98 einiq eibisug

- - 870T'0 220 1566 6€'66 09'66 6166 L0'66 opIwy

- - 0S.T'0 LT 6'8€ ¥0'82 €6'82 06'2€ 9e'se [e10] BONRIBIP RIqIH

TT.¥'0 1000'0> 1000"> 9%'0 (2L'98 VT'98 489'98 06'98  ,2L'T6 oplog 081919 orelix3

GS¥2'0 2000'0 S0TO'0 S8°0 ,L0'E8 GT'e8 JT'E8 JV'eE8  L0€'L8 elniqg eujslold

- - 28€8'0 98'c ev'Se LE'VT €0'G2 Zr'te 1192 [eJaUIN BLIDTRIN

1969'0 1000'0> 1000"> 7.0 £5'T8 BL'T8 48L'08 AE'T8  ,0£'98 eojuehlio eugreN

1988'0 1000'0> €200'0 660 4 18'92 480'9.L 9T'9L HBT9L  9P'T8 ©03s Bl

(%) s1uasede spepl|iqnsabip ap s81UBI01B0D

- - 2Sve'0 09' .'89 €9'69 16'69 8129 L¥'79 opiwy

- - 9TTT'0 09'T €5'7e G8've 1172 9/'ve 1€'ve [e10] BONRIBIP €IqI

- - 0096'0 62'T 18'8T G0'6T TT'6T 62'6T GT'8T oplog 091919 oyelix3

- - 9826'0 66'C LT'vY v.'vy 85 €S'vY GG'TY ejniq eujalold

- - /268'0  0G'0T  6T'GST 0Z'/ST 08'9GT OT'9ST  ¥T'P¥T eojuehio eugre

- - 08580  2/'0T  TO'6ST 80'T9T GZ'09T TZ'6GT  €0'OPT ©03s eLIIe

(eip 1od ogo Jod sewelh) orisabul
1296'0 160 (00'TT eTG'0T eC0'TT e86'0T  eC€'TT (6>) olpaw [es0diod osad
NI SNSIBAJD 14 SNSISA NO d Nd3 X8d¢ZN3 ¢ZN43 TZN3 dO NO WaLI

S3LSVHINOD apiofeA T Sv.i3ia

"Sewlizua ap SeJnisiw Sajualalip ap ordipe wod sreluswiiadxe selalp sep ajuatede apepl|iqnsabip ap s81UaId1}200 @ Sa)uaLINU ap oeisabul 2 elagel

0€



31

Todas as dietas foram adequadamente consumidas pelos cdes, ndo ocorreu
episddios de recusa alimentar ou diarréia nos animais, o que sugere tolerancia a
mistura de enzimas na inclusdo estudada. Nao foram verificadas diferencas no
consumo de nutrientes entre os tratamentos (p>0,05). Os coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) da matéria seca, matéria organica, proteina bruta, extrato etéreo acido
e energia bruta foram menores nas dietas com farelo de trigo, em relacdo ao CN. Menor
digestibilidade dos nutrientes pela adicao de farelo de trigo era esperada, em funcao da
elevada quantidade de fibra alimentar deste ingrediente (33%) e da influéncia negativa
da fibra na digestibilidade de alimentos para cédes (FAHEY et al., 1990b; MIDDELBOS
et al., 2007). B-glucanos e pentosanas (arabinoxalanos) se tornam solUveis no trato
digestorio. A solubilizacdo parcial dos arabinoxalanos contidos no trigo produz aumento
da viscosidade do conteudo intestinal, alterando a ac¢do das enzimas digestivas,
reduzindo o fluxo da digesta e a absor¢cao de nutrientes (NAGASHIRO, 2007). Em um
ambiente viscoso, nutrientes como gordura, amido e proteinas se tornam menos
acessiveis e disponiveis as enzimas enddgenas, resultando em menor digestibilidade
desses nutrientes. Além disso, a elevada viscosidade deste bolo alimentar pode
contribuir para formacao de quadros de diarréia.

Em relacdo a mistura de enzimas, ndo se verificou diferencas nos CDA dos
nutrientes com sua adi¢do as dietas (p>0,05). A digestibilidade da fibra dietética foi
semelhante entre tratamentos (p=0,1750), também sem acdo da mistura de enzimas
sobre a digestibilidade deste nutriente. Desta forma, a adicdo da mistura de enzimas
nos tratamentos ENZ1, ENZ2 e ENZ2Pex n&o resultou em mudancgas nas propriedades
antinutricionais dos PNA’s. TWOMEY et al. (2003b) verificaram efeitos positivos da
adicdo de enzimas a dietas de cées que continham PNA’s, com melhora nos CDA da
matéria seca, extrato etéreo e na qualidade nas fezes. No entanto, estes autores
empregaram suplementacdes maiores de xilanase (340 U/kg) e B-glucanase (30U/kg)
que as adicionadas no presente estudo. E interessante, todavia, que 0s Mesmos
autores, em estudo anterior, ndo observaram efeito da adicdo de 82 U/kg de [-
glucanase, 60.000 U/kg de hemicelulase e 225 U/kg de xilanase em dietas para caes

contendo sorgo e milho (TWOMEY et al., 2003a). A diferenca de resultados pode ser
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explicada, possivelmente, pelas concentracdes de PNA das racdes experimentais, que
foram baixas nas dietas com arroz, milho ou sorgo (entre 3% e 5%; TWOMEY et al.,
2003a) e mais elevadas nas dietas com cevada e mistura de farelo de trigo com roléo
de trigo entre 9,6% e 11%; (TWOMEY et al., 2003b). Mesmo se considerando as
diferencas de método de andlise de PNA entre TWOMEY et al. (2003a), TWOMEY et al.
(2003b) e a do presente estudo, as dietas aqui testadas apresentaram 14% de fibra
dietética, aproximadamente 40% a mais que TWOMEY et al. (2003b). Desta forma,
além da menor adicdo de enzimas no presente estudo empregou-se também maiores
teores de PNA’s, o que provavelmente também colaborou para a auséncia de

resultados das misturas de enzimas.

5.4. Avaliacdo do pH e concentracdo de acidos graxos de cadeia curta,
acido latico e aménia das fezes

Dentre os parametros fecais estudados (Tabela 8), o escore fecal foi o Unico que
nao diferiu entre dietas (p>0,05). A producdo de fezes aumentou e o teor de matéria
seca e pH das fezes diminuiram com a inclusdo de farelo de trigo (p<0,05), sem efeito
da adicdo de enzimas aos produtos (p>0,05). Fibras insolGveis, como o farelo de trigo,
possuem a caracteristica de reter dgua, ocasionando aumento no volume fecal
(MEYER; TUNGLAND, 2001). A capacidade de reter agua esta diretamente relacionada
ao comprimento médio da fibra, para celulose e a fibra do farelo de trigo, a retencdo de
agua varia de 3,5 a 10 vezes seu peso (KAWAUCHI, 2008). Do ponto de vista
comercial, o volume e a consisténcia das fezes produzidas pelos caes séao
caracteristicas relevantes. Estudos tém demonstrado o aumento na producéo fecal
devido a utilizacdo de ingredientes vegetais. No entanto, ndo houve episodios diarréicos
e 0 escore fecal se manteve dentro do ideal para todos os tratamentos.

Os resultados da avaliacdo dos produtos da fermentacéo estdo na Tabela 8.

A reducdo do pH das fezes sinaliza maior fermentacdo intestinal nos caes
mediante consumo de farelo de trigo (CUMMINGS; MACFARLANE, 1991). Isto é
confirmado pelas maiores concentragcdes de AGCC totais nas fezes destes animais

(p<0,001). Para estes parametros, nao se verificou efeito da adi¢éo de enzimas.
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Os teores de amonia fecal reduziram-se nos tratamentos com farelo de trigo em
relacdo ao CN (P<0,001), sem efeito da adicéo de enzimas (p>0,05).

A maior producéo intestinal de AGCC mediante consumo de farelo de trigo pode,
ate certo ponto, apresentar efeito positivo para a saude intestinal. Somando-se este fato
a diminuicdo do pH e amodnia fecal, verifica-se maior atividade de bactérias &cido
lacticas e menor fermentacdo de proteina no colon. Assim, apesar da maior
digestibilidade da proteina da dieta CN (a base de farinha de visceras de frango) a
maior disponibilidade de carboidratos fermentaveis nas deitas com farelo de trigo
reduziu a fermentacdo de proteinas no colon e alterou de forma benéfica a
concentracdo de produtos finais de fermentagcdo nas fezes cdes (ADAMS, 2003;
SWANSON; FAHEY, 2007).

O equilibrio bacteriano intestinal € complexo, qualquer composto ingerido ou
substancia que passa pelo intestino é um substrato potencial para fermentacdo ou
transformacdo bacteriana, mudando a composi¢cdo e/ou atividade metabdlica dos
microrganismos (TESHIMA, 2003). Espécies de bactérias proteoliticas, que incluem os
géneros Clostridium, Enterobacteriaceae e algumas espécies de Eubacterium,
encontrando substrato produzem compostos toxicos como am®nia, aminas biogénicas e
fendis. J4 a fermentacdo de carboidratos por Bacterioides e Bifidobacterium e por
bactérias laticas, como Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Lactococcus e Enterococcus resulta na producdo de AGCC, importante por aumentar a
disponibilidade de energia para as células intestinais, contribuir positivamente na
digestdo e metabolismo do hospedeiro, além de atenuar os efeitos nocivos dos
produtos da degradacédo das proteinas (ADAMS, 2003; TESHIMA, 2003; KAMRA, 2005;
VANHOUTTE et al., 2005).

No presente estudo a concentracdo de butirato nas fezes aumentou em média
45% mediante consumo das dietas com farelo de trigo (p<0,01). Em estudos com
camundongos SCHEPPACH et al. (2004) e HOLLMANN; LINDHAUER (2005)
verificaram que a fermentacédo anaerdbica dos PNA"s do trigo ocorre preferencialmente
pelas bifidobactérias presentes no intestino, com importante producdo de butirato. A

concentracdo de &cido butirico estéd relacionada com a capacidade moduladora da
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expressao de apoptose de células inflamatorias, de modo que a adicédo de farelo ou dos
graos de trigo na dieta pode ser benéfica a saulde intestinal, controlando o
desenvolvimento de lesBes neoplasicas ou pré-neoplasicas. Acetato e propionato
tiveram aumentos médios em concentracdo nas fezes dos cdes de 57% e 49%,
respectivamente. Estes AGCC podem estimular a produgdo de interferon-gama
(CAVAGLIERI et al., 2003), ativando células efetoras e melhorando a imunidade e a
eliminacao de patégenos e outros antigenos (ABBAS, 2008), podendo assim melhorar a

resposta imune intestinal dos animais.
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6. CONCLUSOES

A utilizacdo de 25% de farelo de trigo aumenta a fibra da dieta, reduzindo a
digestibilidade dos nutrientes e aumentando das concentracdes de acidos graxos de
cadeia curta com sucessiva diminuicdo da quantidade de amonia das fezes. A adicéo
das misturas enzimaticas em dietas com farelo de trigo, nas doses e maneiras
empregadas ndo resultaram em mudancas na digestibilidade e qualidade fecal. No
entanto, o uso das enzimas a-amilase e glicoamilase reduziram o custo de energia

elétrica e aumentaram a produtividade da extrusora.
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